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1. Einleitung 
 
 
Die Schwangerschaft der menschlichen Spezies ist durch eine besonders invasive Form der 
Plazentation gekennzeichnet, bei der mütterlicher und kindlicher Anteil der Plazenta in 
direkter Berührung stehen: Die zur Dezidua transformierte Gebärmutterschleimhaut und der 
fetale Trophoblast gelangen in unmittelbaren zellulären Kontakt. 
 
Während eine Population der Trophoblastzellen proliferiert und die Chorionplatte mit den 
Plazentavilli bildet (= villöser Trophoblast) treten die Zellen des sogenannten extravillösen 
Trophoblasten (EVT) in eine invasive Differenzierung ein: Ausgehend von den Haftzotten der 
Plazenta verlassen sie ihre ursprüngliche Umgebung und dringen in das deziduale Stroma vor. 
Neben einer Migration über die Gebärmutterschleimhaut hinaus bis in das erste Drittel des 
Myometriums (interstitielle Invasion) beobachtet man ein Eindringen in die Blutgefäße 
(endovaskuläre Invasion). Hier ersetzen die Trophoblastzellen das Endothel und eröffnen die 
Gefäße, so dass mütterliches Blut in das verzweigte Lakunensystem der Plazenta strömen 
kann (s. Abb. 1.1). Da der Blutkreislauf der Mutter und die fetalen Chorionzotten unmittelbar 
miteinander in Beziehung stehen, bezeichnet man diese Art der Plazentation als hämochorial. 
Sie ist die invasivste Form der Plazentation und wird außer beim Menschen auch bei Primaten 
und Nagetieren beobachtet. Im Gegensatz hierzu steht die epitheliochoriale Plazenta z.B. bei 
Wiederkäuern, Schwein und Pferd (alle mütterlichen Gewebeschichten bleiben intakt) und die 
endotheliochoriale Plazenta u.a. bei Katze und Elefant (interstitielle aber keine endovaskuläre 
Invasion) [Benirschke & Kaufmann, 2006]. 
 
Die Invasion des extravillösen Trophoblasten in das dezidualisierte Endometrium ist ein 
kritischer Prozess für das Zustandekommen einer Schwangerschaft. Sie dient nicht nur der 
Verankerung der Plazenta, sondern stellt durch die Eröffnung der maternalen Blutgefäße auch 
die Versorgung des Feten mit Sauerstoff und Nährstoffen sicher. Die Bedeutung der 
Trophoblastinvasion für eine erfolgreiche Schwangerschaft zeigt sich darin, dass eine Störung 
der Invasion mit Komplikationen im Schwangerschaftsverlauf assoziiert sein kann: Ein nicht 
ausreichend tiefes Einwachsen des EVT in die Dezidua kann zu einer intrauterinen 
Wachstumsverzögerung bis hin zum Absterben des Kindes infolge einer Plazentainsuffizienz 
führen. Weiterhin wird einer verminderten Trophoblastinvasion eine Bedeutung in der 
Pathogenese der Präeklampsie zugeschrieben [Reister et al., 1999; Reister et al., 2001; 
Kadyrov et al., 2003; Kaufmann et al., 2003]. Ein Vordringen des EVT über das erste Drittel 
des Myometriums hinaus kann die Mutter dagegen durch ein Verwachsen der Plazenta mit 
dem Myometrium (Placenta increta) gefährden [Norwitz et al., 2001]. Ein genau 
ausbalanciertes Gleichgewicht zwischen der Invasion und einer Begrenzung derselben ist also 
nötig, um einerseits das Gelingen der Schwangerschaft zu ermöglichen und andererseits die 
Integrität des mütterlichen Organismus zu wahren. 
 
Im ersten Schwangerschaftsdrittel (1.-12. SSW) ist die invasive Kapazität des Trophoblasten 
am stärksten ausgeprägt. In dieser Phase kommt der Kontrolle der EVT-Invasion besondere 
Bedeutung zu, um ein übermäßiges Vordringen zu verhindern. Ein Schlüsselmechanismus ist 
dabei die Induktion der Apoptose von Trophoblastzellen, vermittelt durch Natural Killer-
Zellen bzw. zytotoxische T-Zellen der Dezidua [von Rango, 2005]. Die hohe Invasivität des 
Trophoblasten bleibt allerdings nur transient bestehen: mit Einsetzen des zweiten Trimesters 
(13. SSW) dringen die Zellen des EVT nicht weiter in die Dezidua vor, sondern gehen in ein 
Ruhestadium über oder fusionieren zu mehrkernigen Riesenzellen [Benirschke & Kaufmann, 
2006]. In der Folge verliert die Begrenzung der Trophoblastinvasion durch zytotoxische 
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Zellen der Dezidua an Relevanz. Ihre Anzahl geht im zweiten Schwangerschaftsdrittel stark 
zurück, es lassen sich keine Apoptosen mehr nachweisen [von Rango, 2005].  
 
Es ist unklar, ob der Rückgang der invasiven Kapazität der Trophoblastzellen ein intrinsisches 
genetisches Programm widerspiegelt oder ob, wie ebenfalls diskutiert wird, eine parakrine 
Regulation durch die Dezidua für die Verhaltensänderung des EVT verantwortlich ist 
[Bischof et al., 2000a]. In diesem Zusammenhang ist der Vergleich der normalen uterinen 
Implantation mit der Tubargravidität aufschlussreich: Im Gegensatz zur intrauterinen 
Schwangerschaft zeigt sich bei der ektopen Implantation eine ungehinderte Invasivität der 
Trophoblastzellen auch im zweiten Trimester. Diese durchwandern die gesamte Eileiterwand, 
was in einer Ruptur der Tube bis hin zu lebensgefährlichen Blutungen resultieren kann [Earl 
et al., 1986]. Da die Expression eines intrinsischen genetischen Programms des EVT nicht 
von der Implantationsstelle abhängig sein sollte, spricht diese Beobachtung dafür, dass die 
Dezidua, die in der Tube fehlt, eine wichtige Funktion bei der Regulation der 
Trophoblastinvasion spielt [von Rango, 2008]. 
 
Betrachtet man die Mechanismen, die der Invasion des extravillösen Trophoblasten in die 
Dezidua zugrunde liegen, so fällt auf, dass in mancher Hinsicht Gemeinsamkeiten mit dem 
Eindringen maligner Tumore in das sie umgebende Gewebe bestehen. Beide Prozesse 
umfassen eine Migration von Zellen aus ihrem Ursprungsgewebe hinaus sowie eine 
Überschreitung von Barrieren wie der Basallamina [Bischof & Campana, 2000b; Ferretti et 
al., 2007]. Der EVT bedient sich dabei ähnlicher molekularen Strategien (Expression von 
Zelladhäsionsmolekülen, Sekretion von Proteasen zur Degradation der extrazellulären Matrix, 
Aktivierung von Proto-Onkogenen und Expression des Enzyms Telomerase) wie Malignome. 
Review in [Soundararajan & Rao, 2004]. Die Gemeinsamkeiten enden jedoch an dieser Stelle, 
denn im Gegensatz zum Tumorwachstum bleibt die Invasion des EVT streng reguliert und 
zeitlich begrenzt.  
 
Diese Überlegungen führen zu der Hypothese, dass Faktoren, die eine fördernde oder eine 
hemmende Wirkung auf die Tumorinvasion ausüben, in ähnlicher Weise auf die 
Trophoblastinvasion wirken könnten und damit für das „tumoröse“ Verhalten des EVT 
verantwortlich wären. Eine Expression invasionsfördernder bzw. -hemmender Gene durch die 
Dezidua könnte also einen Kontrollmechanismus des mütterlichen Organismus darstellen, um 
die Invasivität des EVT zu regulieren und sein Vordringen auf das erforderliche Maß 
einzugrenzen. Wenn die Dezidua tatsächlich über einen derartigen Mechanismus verfügt, 
müsste sich eine differentielle Expression solcher Gene nachweisen lassen: Auf das 
Tumorwachstum fördernd wirkende Gene müssten eine vermehrte Aktivität im ersten 
Trimester, zum Zeitpunkt der höchsten Invasivität des EVT, zeigen. Gene mit einem 
inhibierenden Effekt auf die Tumorinvasion müssten dagegen eine verstärkte Expression im 
zweiten Trimester zeigen, wenn die invasive Kapazität des Trophoblasten abnimmt.  
 
In der vorliegenden Arbeit soll daher gezielt die deziduale Expression von Genen untersucht 
werden, deren fördernde bzw. hemmende Wirkung auf die Invasion maligner Tumore in der 
Literatur beschrieben ist, um potentielle Steuervariablen der Trophoblastinvasion zu 
identifizieren. Die Arbeit basiert dabei auf einem Mikroarray (durchgeführt von Ulrike von 
Rango, 2004) mit dem die Aktivität von 9850 Genen im Vergleich von erstem zu zweitem 
Schwangerschaftsdrittel untersucht worden ist. Anhand dieser Daten wurden Marker, die in 
Zusammenhang mit Angiogenese, Zellmigration, Zellproliferation, invasionsfördernden 
Signalkaskaden oder auch Immunmodulation stehen, zur eingehenden Analyse an einer 
größeren Probenzahl ausgewählt. Neben der mRNA-Expression soll soweit möglich auch die 
Proteinebene analysiert werden, um ein umfangreiches Bild der Regulation der ausgewählten 
Marker zu erhalten.  
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Abb. 1.1: Die Trophoblastinvasion im Rahmen der hämochorialen Plazentation: An der 
fetomaternalen Kontaktzone (mit schwarzem Rahmen markiert) stehen die zur Dezidua 
transformierte Gebärmutterschleimhaut (rot dargestellt) sowie der fetale Trophoblast, aus dem 
die Chorionplatte mit den Plazentazotten hervorgeht (blau dargestellt), in direktem zellulärem 
Kontakt und bilden gemeinsam die Plazenta. Ausgehend von den Zellsäulen der plazentaren 
Haftzotten dringen Zellen des extravillösen Trophoblasten in die Dezidua vor (A). Dabei 
zeigen die Trophoblastzellen im ersten Trimester ein ausgeprägtes invasives Wachstum. Die 
invasive Kapazität des extravillösen Trophoblasten ist jedoch nur transient hoch: Nach 
Erreichen des Myometriums sowie der Invasion der uterinen Blutgefäße beobachtet man im 
zweiten Trimester kein weiteres invasives Wachstum (B). Abbildungen modifiziert aus: 
[Kaufmann et al., 2003; von Rango, 2005]. 
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2. Material und Methoden 
 
 
2.1 Gewebeproben 
 
Deziduaproben 
 
Bei den verwendeten Gewebeproben handelt es sich um Deziduagewebe aus dem ersten bzw. 
zweiten Trimester der normalen intrauterinen Gravidität. Die Proben wurden im Rahmen von 
Schwangerschaftsabbrüchen in der Maastrichter Klinik des niederländischen Klinikverbandes 
CASA gewonnen. Vor dem Eingriff wurden die Patientinnen über Art und Ziel der Studie 
aufgeklärt, sie haben eine schriftliche Einverständniserklärung zur Freigabe des ausschließlich 
maternalen Gewebes gegeben. Die Beendigung der Schwangerschaft erfolgte unter örtlicher 
Betäubung der Zervix. Sowohl Embryo als auch das Deziduagewebe wurden mittels Vakuum 
abgesaugt, es wurden keine Prostaglandine zur Einleitung verabreicht. Nach Inspektion durch 
den behandelnden Arzt wurde das Gewebe direkt aufgearbeitet.  
 
1. Für die RNA-Isolierung wurde Gewebe entweder in GTC (4M Guanidiniumthiocyanat; 
25mM Natriumcitrat pH 7; 0,5% Sarkosyl, 0,1M 2-Mercaptoethanol) oder in RNAlater 
(Ambion, Austin, USA) aufgenommen und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
2. Für die Proteinisolierung wurde das Material in 0,15M Ammoniumhydrogencarbonat 
(NH4HCO3) gegeben und ebenfalls in flüssigem Stickstoff eingefroren. 
3. Für die Immunhistochemie wurden Gewebeproben für 4 Stunden in 3,7% neutral 
gepuffertem Formalin fixiert, in einer aufsteigenden Isopropanolreihe dehydriert und in 
bei 52°C niedrigschmelzendem Paraffin (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) eingebettet. 
 
Nach dem Transport wurden die Proben bis zu ihrer Aufbereitung bei -70°C gelagert.  Die 
zeitliche Zuordnung der Deziduaproben zu einer Schwangerschaftswoche erfolgte anhand des 
Zeitpunktes der letzten Regelblutung, der normalen Zyklusdauer der Patientin sowie anhand 
der sonographisch gemessenen Scheitel-Steiß-Länge (erstes Trimester) bzw. des Biparietal-
Durchmessers (zweites Trimester) beim Feten. Gewebeproben der 5.-12. SSW post 
menstruationem wurden dabei dem ersten Trimester, Deziduaproben der 13.-17. SSW dem 
zweiten Trimester zugeordnet. 
 
Es wurden nur Proben von nachgewiesen fertilen Frauen in die Studie einbezogen. 
Ausschlusskriterien waren Kinderlosigkeit, Fehlgeburten, Einnahme exogener 
Hormonpräparate bis drei Monate vor Beginn der Gravidität sowie Komplikationen im 
Verlauf der Schwangerschaft wie z.B. Blutungen.  
 
Charakterisierung der Deziduaproben 
 
Um sicher zwischen Dezidua basalis und parietalis differenzieren zu können, wurde die 
Gewebeproben immunhistochemisch mit einem Antikörper gegen Cytokeratin untersucht. 
Cytokeratin wird von Zellen epithelialer Herkunft (wie den Trophoblastzellen) exprimiert und 
kann folglich nur in der vom extravillösen Trophoblast invadierten Dezidua basalis 
nachgewiesen werden. Von jedem verwendeten Gewebeblock wurde jeweils die obere bzw. 
untere Scheibe auf die Expression von Cytokeratin überprüft. Nur bei Übereinstimmung 
beider Scheiben wurde das dazwischen liegende Gewebe zur Isolierung von RNA bzw. 
Proteinen oder zur Immunhistochemie verwendet [von Rango et al., 2003a]. 
 
Material und Methoden  5 
2.2 Mikroarray 
 
Die vorliegende Arbeit basiert auf einem Mikroarray mit dem das Genexpressionsmuster der 
Dezidua im Vergleich vom ersten zum zweiten Trimester der Schwangerschaft untersucht 
worden ist (durchgeführt von Ulrike von Rango, 2004). 
 
Auswertung Mikroarray 
 
Der Mikroarray „MWG Human 10k Array A“ (MWG Biotech, Ebersberg) ermöglicht die 
Analyse von 9850 unterschiedlichen Gensequenzen, die als Oligonukleotide (jeweils 50 
Basen) rasterartig auf einem Glasplättchenträger (auch als Genchip bezeichnet) gespottet sind. 
Die Mikroarray-Technologie erlaubt Aussagen über die differentielle Genexpression eines 
Gewebes, da parallel auf einem Träger zwei verschiedene Proben vergleichend untersucht 
werden können. Im vorliegenden Fall wurden ein RNA-Pool dezidualer Proben des ersten 
Trimesters (5.-9. SSW; n = 7) sowie ein Dezidua-RNA-Pool des zweiten Trimesters (13.-16. 
SSW; n = 7) eingesetzt. Um sicher erstes mit zweitem Trimester zu vergleichen, wurden keine 
Proben des Übergangszeitraums (10.-12. SSW), der häufig schwierig zu datieren ist, für den 
Mikroarray verwendet. Die beiden RNA-Pools wurden von MWG Biotech mittels RT-PCR in 
die cDNA-Form umgewandelt und dabei durch Einbau der Fluoreszenzfarbstoffe Cyanin3- 
bzw. Cyanin5-dUTP markiert. Die gelabelte cDNA wurde anschließend auf den Mikroarray-
Chip hybridisiert, hierbei bindet die Nukleinsäure an die auf dem Chip fixierten 
komplementären Sequenzen. Nach Abwaschen nicht gebundener cDNA wird der Chip mit 
einer hochauflösenden Laserkamera eingelesen und für jede Position des Rasters die 
Wellenlänge und Intensität des Fluoreszenzsignals ermittelt.  
 
 
Abb. 2.1: Prinzip der Mikroarray-Analyse: zwei unterschiedlich fluoreszenz-markierte Proben werden auf den 
Genchip gegeben und binden an komplementäre Sequenzen. Das übereinander gelegte Signalbild der beiden 
Fluoreszenzfarbstoffe ermöglicht die Analyse der differentiellen Genexpression. 
 
Einscannen 
Hybridisierung mit Mikroarray 
cDNA-Synthese + 
Markierung mit 
Fluoreszenzfarbstoff 
RNA 
cDNA 
+ Cy5 + Cy3 
RNA 
cDNA 
Two-Color-Overlay 
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Anhand der beiden Farbstoffe mit Fluoreszenz unterschiedlicher Wellenlänge kann die 
Aktivität der Gentranskripte in den beiden eingesetzten RNA-Pools verglichen werden. Dazu 
wurden in einem Two-Colour-Overlay die Fluoreszenzbilder von Cy3 (rote Fluoreszenz bei 
633nm) sowie Cy5 (grüne Fluoreszenz bei 543nm) übereinander projiziert. Die Gene können 
nun mit Hilfe eines Koordinatensystems identifiziert werden. Ein vorwiegend grün 
fluoreszierender Spot entspricht einer stärkeren Aktivität des Gens im Cy5-markierten Pool, 
rote Fluoreszenz einer stärkeren Expression im Cy3-markierten Pool. Bei einem gelb 
fluoreszierenden Punkt liegt hingegen keine unterschiedliche Genexpression vor. 
Nach Hintergrundkorrektur gegen 104 Negativkontrollen sowie Normalisierung anhand von 
30 Housekeeping-Genen wurden die Signale von Cy3 bzw. Cy5 für jede Position auf dem 
Chip in einem Scatterplot (Abb. 2.2) gegeneinander aufgetragen. Dargestellt ist somit die 
Verteilung der Gen-Spots entsprechend ihrer Expression. Gene, deren Signal auf der zentralen 
Diagonale liegt, sind in den beiden Deziduapools nicht unterschiedlich reguliert. Weicht das 
Signal hingegen von der Diagonale ab, handelt es sich um potentiell regulierte Gene, dabei ist 
die Abweichung proportional dem Unterschied zwischen erstem und zweitem Trimester. 
 
 
Abb. 2.2: Scatterplot der Mikroarray-Ergebnisse 
 
Auswahl der Kandidatengene für weitere Untersuchungen 
 
Aus der Vielzahl der im Mikroarray untersuchten Gene wurden einige potentiell regulierte 
Marker zur eingehenden Analyse ausgewählt [von Rango, 2005]. Dazu wurden folgende 
Kriterien angelegt: 
 
1. Es sollte eine biologisch relevante Regulation vorliegen (Cy3/Cy5-Verhältnis 
mindestens > 3,0 bzw. < 0,33). 
2. Gene mit geringer absoluter Expressionsstärke wurden nicht in Betracht gezogen, da 
hier bereits kleine individuelle Schwankungen zu Abweichungen führen können. 
3. In der Literatur sollte ein Zusammenhang der Marker mit der Tumorinvasion 
diskutiert werden. 
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2.3 Molekularbiologische Methoden zur Verifizierung 
 
2.3.1 Isolierung der zellulären RNA 
 
Molekularbiologische Experimente zur Untersuchung der Genexpression erfordern die 
Gewinnung von sauberer und intakter Ribonukleinsäure (RNA) aus dem zu untersuchenden 
Material. Dazu wurde das Gewebe zunächst homogenisiert, um die Nukleinsäuren zugänglich 
zu machen. Anschließend wurden Proteine sowie DNA durch Zugabe eines Phenol-
Chloroform-Gemisches aus dem Homogenat entfernt. Nach Zentrifugation kommt es zu einer 
Phasentrennung. In der unteren phenolhaltigen Phase sammeln sich die Proteine und die 
DNA, während sich die RNA in der oberen wässrigen Phase befindet. Per Ethanolfällung 
wurde die RNA an eine Glasfasersäule gebunden, nun erfolgten mehrere Waschschritte mit 
„high salt“-Puffern. Nach einem DNase-Verdau zur Beseitigung einer eventuellen DNA-
Kontamination wurde die RNA mit „low salt“-Puffer von der Säule eluiert. 
 
Da eine Kontamination mit RNasen zu einer Degradation der RNA führt, müssen besondere 
Vorsichtsmaßnahmen getroffen werden, um eine Kontamination mit diesen Nukleinsäure-
spaltenden Enzymen zu verhindern: 
 
1. Es wurde ausschließlich mit Einmalhandschuhen gearbeitet.  
2. Alle verwendeten Glasgefäße wurden für vier Stunden bei 220°C sterilisiert.  
3. Durch eine 30 minütige Inkubation mit 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) und  
anschließendes Autoklavieren (20min bei 121°C) wurden RNase-freie Puffer 
hergestellt. DEPC zersetzt Proteine, inaktiviert folglich auch Nukleasen. Tris- bzw. 
EDTA-haltige Puffer wurden mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt und 
autoklaviert.  
4. Es wurden nur nukleasefreie Eppendorfgefäße („biopure“ Eppendorf, Hamburg) sowie 
Pipettenspitzen („Graduated Pipette Tips“, Starlab, Milton Keynes, UK) verwendet. 
5. Alle sonstigen verwendeten Gerätschaften und Oberflächen wurden durch Reinigen 
mit RNase Zap® Wipes (Ambion, Austin, USA) und anschließendem zweimaligem 
Spülen mit DEPC-Wasser von RNasen befreit. 
 
RNA aus dem dezidualen Gewebe, das in RNAlater eingefroren war, wurde mit dem „High 
Pure RNA Tissue Kit“ (Roche, Mannheim, Deutschland) nach folgendem Protokoll isoliert: 
Es wurden 25mg des Materials in ein steriles Glasröhrchen überführt, anschließend 900µl 
Lysis/Binding Puffer (4,5M Guanidinium-HCl; 100mM NaPhosphat, pH 6,6) aus dem Kit 
hinzugefügt und für 90sek mit dem Elwein-Potter (RW 20 Janke und Kunkel, IKA-Werk) 
vorsichtig homogenisiert. Zur Proteinextraktion wurden 700µl Phenol/Chloroform zugegeben 
und mit der Vortex gründlich gemischt. Durch Zentrifugation bei 15.300g für 10min wurde 
die Phasentrennung herbeigeführt. Der wässrige Überstand wurde in 90µl Schritten vorsichtig 
in ein neues Eppendorfröhrchen abpipettiert, ohne die proteinhaltige Interphase zu tangieren. 
Die Lösung wurde mit 0,5 Vol reinem, unvergällten Ethanol versetzt und durch auf- und 
abpipettieren durchmischt. Danach wurden maximal 700µl in ein „High Pure Filter Tube“ auf 
eine Glasfasersäule gegeben und bei 13.000g für 30sek zentrifugiert. Dieser Schritt wurde 
wiederholt, bis das gesamte Lysat über die Säule gelaufen war. Für den DNase-Verdau 
wurden 90µl „DNase Incubation Buffer“ (1M NaCl; 20mM Tris-HCl; 10mM MnCl2; pH 7,0) 
mit 10µl „DNase I Working Solution“ vermischt und auf den Filter pipettiert. Nach 
Inkubation bei 37°C für 30min (Hybridisierungsofen, CO2-Auto-Zero, Heraeus) wurde 500µl 
Wasch-Puffer I (5M Guanidinium-HCl; 20mM Tris-HCl; pH 6,6) zugegeben und 15sek bei 
8.000g zentrifugiert. Jetzt wurden 500µl Wasch-Puffer II (20mM NaCl; 2mM Tris-HCl; pH 
7,5) auf das Glasvlies gegeben, für 15sek bei 8.000g zentrifugiert und erneut mit 300µl 
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Wasch-Puffer II gewaschen (Zentrifugation bei 13.000g für 2min). Das Filter Tube wurde nun 
in ein frisches „biopures“ Eppendorfgefäß gesetzt und nach Zugabe von 50µl Elutionspuffer 
(RNase freies, bidestilliertes Wasser) zur Rückgewinnung der RNA von der Säule für 1min 
bei 8.000g zentrifugiert. Der Vorgang wurde abschließend noch einmal mit 50µl 
Elutionspuffer wiederholt, um die Ausbeute zu erhöhen.  
 
RNA aus Gewebeproben, die in GTC eingelagert waren, wurde mit Hilfe des „RNeasy Mini 
Kits“ (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Hierzu wurden 30mg Dezidua in 2ml GTC 
gegeben und mit dem „Elwein-Potter“ für 90sek homogenisiert. 100µl des Homogenisats 
wurden mit 1000µl RLT-Puffer aus dem Kit in ein frisches Eppendorfgefäß überführt und 
erneut homogenisiert. Nun wurden 700µl Phenol-Chloroform zupipettiert, mit der Vortex 
vermischt und bei 15.300g für 10min zentrifugiert. Der Überstand wurde in 90µl Schritten in 
ein neues Eppendorfgefäß überführt, anschließend wurde 1Vol 70% Ethanol zugefügt und 
durch Pipettieren vermischt. 700µl des Lysats wurden auf eine „RNeasy Mini Column“ in ein 
2ml „Collection Tube“ gegeben, für 15sek bei 8000g zentrifugiert und der Durchfluss 
verworfen. Dieser Vorgang wurde mit dem restlichen Lysat wiederholt, bis die gesamte 
Lösung über die Säule gelaufen war. Es wurden 700µl RW1-Puffer dazugegeben, wieder für 
15sek bei 8.000g zentrifugiert. Dann wurden 500µl RPE-Puffer auf die Säule pipettiert 
(Zentrifugation für 15sek bei 8.000g), anschließend wurden erneut 500µl RPE-Puffer 
zugegeben und für 2min bei 8.000g zentrifugiert. Zur Elution der RNA wurde die „RNeasy 
Säule“ in ein neues „Collection Tube“ gesetzt und 30µl Nuklease-freies Wasser zugeführt 
(1min Zentrifugation bei 8.000g), zur Verbesserung der Ausbeute wurde die Elution noch 
einmal mit 30µl Wasser wiederholt. Da das „RNeasy Mini Kit“ keinen DNase-Verdau 
vorsieht, erfolgte eine weitere Aufreinigung über den „DNA-free Kit“ (Ambion) gemäß dem 
Protokoll des Herstellers.  
 
Von jeder RNA-Probe wurden 5µl zur spektrometrischen Konzentrationsbestimmung 
verwendet, die restliche RNA wurde bis zur weiteren Verwendung für den Mikroarray (2.2), 
in Northern Blots (2.3.8) und zur cDNA-Synthese (2.3.2) bei -70°C aufbewahrt. 
 
Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Um in den folgenden Experimenten von jeder Probe die möglichst gleiche Menge RNA 
einzusetzen, ist es entscheidend, die Konzentration der Nukleinsäuren zu kennen. Die 
Konzentrationsbestimmung dient gleichzeitig als Erfolgskontrolle der RNA-Isolierung und 
erlaubt es, eine Aussage über die Reinheit der Probe zu treffen. Man bestimmt die optische 
Dichte (OD) einer wässrigen Nukleinsäurelösung mittels UV-Spektralphotometrie. Das 
Absorptionsmaximum für Nukleinsäuren liegt bei 260nm, das Maximum für Proteine bei 
280nm. Ein Absorptionswert von 1,0 bei 260nm entspricht einer Konzentration von 50µg/ml 
Doppelstrang-DNA bzw. 40µg/ml Einzelstrang-DNA oder RNA. Der Quotient OD260/OD280 
ist ein Maß für die Kontamination der Lösung mit Proteinen oder Phenolresten. Bei einer 
reinen Nukleinsäurelösung beträgt das Verhältnis 1,7-2,0; ein kleinerer Wert spricht für 
Verunreinigungen. Für die Messung wurde das Spectrophotometer UV DU 800 (Beckmann 
Coulter) verwendet, es wurden je 5µl Probe mit 45µl nukleasefreiem Wasser in einer Küvette 
(Micro Cell 8mm High Küvette, Beckman Coulter) vorgelegt. Vor der Messung wurde das 
Photometer mit einem Leerwert (50µl H2O) geeicht. 
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2.3.2 cDNA-Synthese 
 
Um mittels PCR Analysen der Genexpression vorzunehmen, muss die mRNA zuerst in  
cDNA umgeschrieben werden, bevor sie als Matrize dienen kann. Für diese Reaktion 
verwendet man ein virales Enzym, die Reverse Transkriptase, die im vorliegenden Fall dem 
Avian-Myeloblastosis-Virus (AMV) entstammt. Es handelt sich um eine RNA-abhängige 
DNA-Polymerase, die unter Verwendung der vier dNTPs eine der eingesetzten mRNA 
komplementäre DNA-Einzelstrangkopie erstellt (cDNA = complementary DNA). Über eine 
zusätzliche RNase H-Aktivität der AMV-Reversen Transkriptase wird der mRNA-Strang 
gleichzeitig degradiert, so dass schlussendlich ein einzelsträngiges cDNA-Molekül vorliegt.  
 
Die Reverse Transkriptase benötigt eine 3´-OH-Gruppe als Startpunkt, zur Verfügung gestellt 
wird diese über einen Oligo(dT)-Primer, der sich an den Poly(A)-Schwanz am 3´-Ende der 
mRNA anlagert. Alternativ zu den Oligo(dT)-Primern können Random Primer, kurze 
Oligonukleotide mit zufälliger Basenreihenfolge, verwendet werden. 
 
Für die cDNA-Synthese wurde das „1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)“ 
(Roche) verwendet. Für einen 20µl Ansatz wurde jeweils 1µg RNA eingesetzt, das Volumen 
der RNA-Probe wurde entsprechend der Konzentration mit nukleasefreiem Wasser aus dem 
Kit auf 9,2µl gebracht. Die wässrige RNA-Lösung wurde 15min in einem Thermocycler auf 
65°C erhitzt und anschließend auf Eis gestellt, um eine eventuelles Entstehen von Loops in 
der RNA zu verhindern. Solch eine Schleifenbildung durch selbst-komplementäre Sequenzen 
würde die Funktion der Reversen Transkriptase stören. Nun wurden 10,8µl Mastermix, 
bestehend aus 2µl 10xPuffer (100mM Tris; 500 mM KCl; pH 8,3), 4µl MgCl2 (25mM), 2µl 
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 10mM), 1µl Oligo-p(dT)15-Primer (1,6µg/µl), 1µl 
RNase Inhibitor (50 U/µl) sowie 0,8µl Reverse Transkriptase (AMV) (>20 U), zugegeben. 
Bis auf die Oligo(dT)15-Primer wurden alle verwendeten Reagenzien von der Firma Roche 
bezogen. Der ganze Ansatz wurde nach Vortexen und kurzem Anzentrifugieren für folgendes 
Programm in den Thermocycler (PCR-Trio-Thermoblock, Biometra) gesetzt:  
 
1. 10 min Inkubation bei 25°C. Während dieses Schrittes erfolgt das Annealing der 
Primer an das RNA-Template. 
2. 60 min Inkubation bei 42°C, bei dieser Temperatur liegt das Aktivitätsmaximum der 
Reversen Transkriptase, hier erfolgt die cDNA-Synthese 
3. 5 min Inkubation bei 99°C. Durch Erhitzen wird das Enzym denaturiert, um später 
keinen störenden Einfluss auszuüben. 
4. Herabkühlen auf 4°C zum Schutz vor Degradation. 
 
Zur Kontrolle der cDNA-Synthese wurde eine Agarose-Gelelektrophorese der 
Reaktionsprodukte durchgeführt (2.3.4.1), weiterhin eine Messung der optischen Dichte. Die 
gewonnene cDNA wurde bis zur Verwendung für sowohl semiquantitative PCRs (2.3.4) als 
auch Realtime-PCRs (2.3.5) bei -40°C gelagert. 
 
2.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
2.3.3.1 Allgemeines Reaktionsprinzip der PCR 
 
Die Polymerasekettenreaktion ermöglicht die Amplifizierung selbst kleiner Mengen DNA. 
Man bedient sich bei der PCR des Prinzips der DNA-Replikation: eine DNA-abhängige 
DNA-Polymerase synthetisiert eine Kopie des vorhandenen DNA-Templates mit Hilfe so 
genannter Primer. Diese Oligonukleotide lagern sich an die DNA an und dienen dem Enzym 
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als Startpunkt für die DNA-Synthese. Sie werden so gewählt, dass sie die zu amplifizierende 
Sequenz einrahmen. Über einen mehrfach durchlaufenen Reaktionszyklus lässt sich diese 
Sequenz nun gezielt vervielfältigen und somit sensibel nachweisen. Die PCR ermöglicht den 
direkten Nachweis von z.B. genomischer DNA oder Virus-DNA, kann aber auch zur Analyse 
der Genexpression auf der mRNA-Ebene genutzt werden. Hierzu stellt man der PCR eine 
Reverse Transkription (siehe 2.3.2) voran: die nachzuweisende mRNA wird in cDNA 
umgewandelt und kann anschließend mittels PCR amplifiziert werden. In diesem Fall spricht 
man von einer RT-PCR. 
 
 
Abb. 2.3: Allgemeines Reaktionsprinzip der RT-PCR 
 
Ein Zyklus eines PCR-Programmes besteht aus einem Denaturierungs-, einem Annealing- 
und einem Elongationsschritt. Während des Denaturierungsschrittes wird der Reaktionsansatz 
auf 94°C erhitzt, durch Lösen der Wasserstoffbrückenbindungen werden die DNA-
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Doppelstränge entwunden. Das „Schmelzen“ der DNA ist Voraussetzung für das Annealing 
der Primer, hierunter versteht man die Bindung der Oligonukleotide an die jeweils 
komplementären DNA-Abschnitte. Die optimale Annealingtemperatur muss für jedes 
Primerpaar individuell ermittelt werden. Abschließend erfolgt die Verlängerung der Primer 
analog des komplementären DNA-Stranges durch Einbau im Überschuss vorliegender 
Nukleotide. Dieser Elongationsschritt wird bei 72°C, dem Temperaturoptimum der 
verwendeten thermostabilen Taq-Polymerase, durchgeführt. Nach einem Reaktionszyklus hat 
sich die Zahl der Kopien der Zielsequenz theoretisch verdoppelt, wiederholt man die Reaktion 
erfolgt ein exponentieller Anstieg der Kopienzahl.  
 
2.3.3.2 Design der Oligo-Primer 
 
Die Sequenzen der zu untersuchenden Gene wurden anhand der OMIM-Datenbank (Online 
Mendelian Inheritance in Man), zugänglich über die Internetseite des NCBI (National Center 
for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), ermittelt.  
 
Mit den Online-Programmen  
• GeneFisher (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher) und  
• DoPrimer (http://doprimer.interactiva.de/index.html, nicht mehr frei zugänglich)  
wurden geeignete Sequenzen für die Primer bestimmt. Die Oligonukleotide wurden dann 
durch die Firma Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) synthetisiert. 
 
Da die Primer wesentlich für das Gelingen der Amplifikation sind, müssen bei ihrem Design 
einige Grundregeln beachtet werden, um die Wahrscheinlichkeit ihrer spezifischen selektiven 
Bindung zu erhöhen. Die Primersequenz sollte möglichst nur einmal im Genom vorkommen, 
dazu muss der Primer eine Länge von mindestens 18bp aufweisen. Es wurden Primer mit 
einer Länge von 18-22 Basenpaaren synthetisiert. Weiterhin sollten Abfolgen von mehr als 
vier gleichen Basen möglichst vermieden werden, ebenso längere Sequenzen von Cytosin und 
Guanin, da dies zu Fehlhybridisierungen führen kann. Auf keinen Fall dürfen die Primer 
einander komplementäre Sequenzen aufweisen, da die PCR sonst durch Bildung von Primer-
Dimeren gestört werden kann, außerdem kann es zur Bildung interner Sekundärstrukturen 
(hairpins) kommen, die die Wahrscheinlichkeit der unspezifische Bindung erhöhen oder eine 
Bindung der Primer an das DNA-Template verhindern. Die Lage der Primer im Gen wurde so 
gewählt, dass ein PCR-Produkt von ca. 250-350bp Länge entsteht. Idealerweise sollten ein 
Paar von Reverse- und Forwardprimer eine möglichst ähnliche Annealingtemperatur 
aufweisen, diese ist abhängig vom Gehalt der verschiedenen Basen. Die Schmelztemperatur 
(Tm) kann mit folgender Gleichung errechnet werden (nach [Sambrook et al., 1989]): 
 
Tm = [(Anzahl von A + T) x 2°C + (Anzahl von G + C) x 4°C] 
 
2.3.3.3 Vorgehensweise zur Etablierung der PCR 
 
Ausgehend von der errechneten Temperatur wurde die PCR zur Etablierung der optimalen 
Bedingungen mit einem Temperaturgradienten (PCR-Block T Gradient, Biometra) 
durchgeführt. Eine hohe Temperatur erhöht dabei die spezifische Bindung des Primers, 
allerdings sinkt zugleich die Annealingwahrscheinlichkeit. Die PCR-Produkte wurden 
anschließend auf ein Agarose-Gel (siehe 2.3.4.1) aufgetragen und auf eine saubere Bande 
kontrolliert. Anhand des im Gel aufgetragenen Molekulargewichtsmarker wurde außerdem 
überprüft, ob das Produkt die erwartete Größe aufweist. Neben der bestmöglichen 
Annealingtemperatur muss die optimale Zahl an Reaktionszyklen ermittelt werden. Nach 
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einer gewissen Anzahl von Zyklen erreicht die PCR eine Sättigung. Diese Phase sollte in den 
späteren Versuchen nicht erreicht werden, da sonst die Unterschiede der Proben zueinander 
nicht mehr zu erkennen sind. Um die optimale Zahl der PCR-Zyklen zu bestimmen, wurden 
Tests mit je vier Zyklen Abstand der Proben aufeinander durchgeführt. Für die Testläufe 
wurde sowohl ein mit Oligo dT- als auch ein mit Random-Primer synthetisierter Deziduapool 
eingesetzt, da die Erfahrung zeigt, dass es PCR-Produkte gibt, die sich besser mit Oligo- bzw. 
Random-cDNA amplifizieren lassen. Die weiteren Analysen erfolgten dann jeweils mit der 
Bank, die hier die saubereren Ergebnisse lieferte. 
 
 
Abb. 2.4: Temperatur- und Zyklustest des Markers ELMO2: Die 
Testläufe wurden an einer mit Oligo dT-Primer sowie an einer mit 
Random-Primer synthetisierten cDNA-Dezidua-Bank durchgeführt. 
Als optimale Bedingungen wurden eine Annealingtemperatur von 62°C 
und eine Zykluszahl von 27 ermittelt.  
 
Für jedes Primerpaar wurde die ideale Temperatur sowie die PCR-Zykluszahl bestimmt, zu 
der sich die Reaktion noch in der Phase der linearen Amplifikation befindet. Eine Übersicht 
über die Sequenz der verwendeten Primer, so wie über die optimalen Bedingungen gibt die 
nachstehende Tabelle 2.1. 
 
Spezifität Sequenz 5` 3` forward + reverse Primer Position 
Fragmentgrösse 
[bp] 
Bindungs- 
Temperatur [°C] Zyklenzahl 
SLPI tcctcctaagaaatctgccca 
atgcccatgcaacacttcaa 
127-147 
365-384 258 65 25 
ELMO2 aaggctcgtggaaagtggaa tgcaatggcgtaggtctgaa 
600-619 
902-921 322 62 27 
SFRP4 aaccacctgcaccacagca 
acgatggcttcaggcgaaat 
367-385 
646-665 299 62 27 
CD160 ggcataagaaagaagaggctg ggagaaaaaatggccctgaa 
355-376 
583-602 248 62 34 
CXCL14 tgctgctggcgctgtacac ttcgtagaccctgcgcttctc 
533-551 
775-795 263 65 25 
Galectin-3 ccttggccagatctttgaca 
aggaggatggcaaagaggct 
605-624 
912-931 326 62 26 
CXCL9 gaccttaaacaatttgcccc ttggtgaagtggtctcttatg 
181-190 
413-433 252 56 32 
Kallistatin acgttgagcatgatggtgaga 
agggaaagcatggcgtagg 
134-154 
320-338 204 63 36 
MBP acacagtaaaagtggtgggcat 
cctgtgatcctgcctccaat 
330-351 
524-543 214 62 26 
PAPPA tgaggccttcaagcaataca 
caccatcaaagttgaaccgt 
1530-1549 
1773-1792 262 60 26 
IGF2 tgcattgctgcttaccgc 
attggaagaacttgcccacg 
616-633 
879-898 282 62 26 
S26 aatggtcgtgccaaaaaggg ttacatgggctttggtgggg 
122-141 
429-448 317 60 25 
Cytochrom C 
Oxidase 1A 
cgtcacagcccatgcatttg 
ggttaggtctacggaggctc 
2382-2401 
2630-2649 269 57 20 
M13 gtaaaacgacggccag 
caggaaacagctatgac  
205-221 
433-448 243 + Insert 55 40 
Tab. 2.1: Übersicht über die Primer in der PCR 
 
 58°  62°  65°    58°  62°  65°  
oligo oligo random random 
 24   28   32      24   28   32    
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spezifische Zykluszahl und 
Annealingtemperatur je nach 
Primer (siehe Tab. 2.1) 
 
SL
PI
 
 CD
16
0 
 EL
M
O
2 
 SF
R
P4
 
 CX
CL
14
 
 G
a
le
ct
in
-
3 
 M
BP
 
 CX
CL
9 
 IG
F2
 
 Pa
pp
A 
 Ka
llis
ta
tin
 
 50
bp
-
M
a
rk
e
r 
Alle Primerpaare lieferten eine einzelne, saubere Bande der erwarteten Größe ohne etwaige 
Nebenprodukte (Abb. 2.5). Die PCR-Produkte wurden zusätzlich durch Sequenzierung auf 
Übereinstimmung mit der Gensequenz überprüft (siehe Kap. 2.3.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.5: Etablierung der RT-PCR: Alle Primerpaare amplifizieren eine 
saubere Bande ohne Nebenprodukte. 
 
 
2.3.4 Semiquantitative RT-PCR 
 
Die PCR erlaubt zuerst nur einen qualitativen DNA-Nachweis: eine Sequenz wird gezielt 
amplifiziert, ihr Vorhandensein kann dann über ein Agarose-Gel nachgewiesen werden. Um 
die Genexpression zu quantifizieren, werden die eingesetzten Gewebeproben anhand von 
Haushaltsgenen normalisiert. Diese „Housekeeping-Gene“ kodieren für Strukturproteine und 
weisen eine konstante Expression auf, die für alle Proben gleich sein sollte. Bezieht man die 
Menge des spezifischen PCR-Produktes auf die Haushaltsgene so kann die Genexpression 
verschiedener Proben miteinander verglichen werden, da Abweichungen durch 
unterschiedliche Mengen cDNA in der Probe korrigiert werden. Von allen Proben der 
eingesetzten cDNA-Dezidua-Bank wurden daher zusätzlich PCRs der Gene „Cytochrom C 
Oxidase subunit 1“ (kodiert für ein mitochondriales Enzym) und „S26“ (kodiert für ein 
ribosomales Protein) durchgeführt. 
 
Pro PCR-Ansatz wurde ein Mastermix von 48µl vorgelegt: Zuerst wurden in ein steriles 
Eppendorfgefäß 39,5µl nuklease-freies Wasser pipettiert, dann 5µl 10x Puffer (100mM Tris-
HCl; 15mM MgCl2; 500mM KCl; pH 8,3; Roche), 1µl dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 
10mM, Roche), 1µl Forward sowie 1µl Reverse Primer (je 10pmol) und 0,5µl Taq-DNA-
Polymerase (5U/µl, Roche) hineingegeben. Zu diesem Mastermix wurden schließlich 2µl 
cDNA hinzugefügt. Nach Durchmischen mit der Vortex und kurzem Zentrifugieren wurde 
das Röhrchen für folgendes Amplifizierungsprogramm in den Thermocycler gesetzt:  
 
1. Initiale Denaturierung:  94°C  2min 
2. Denaturierung:   94°C 1min 
3. Annealing:    X °C 1min  
4. Elongation:    72°C  90sek  
5. abschließende Elongation:  72°C 10min 
 
Die PCR-Produkte wurden zur Auswertung auf ein Agarose-Gel aufgetragen. 
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2.3.4.1 DNA-Agarose-Gelelektrophorese 
 
Für die DNA-Elektrophorese wurden 1,2%ige submarine Agarose-Gele verwendet. Die 
Agarose (Seakem®, Rockland, ME USA) wurde in 1x TAE-Puffer (2M Tris, 0,5M EDTA 
pH8, konz. Eisessig) suspendiert und durch Aufkochen in der Mikrowelle gelöst. 
Anschließend wurde die geschmolzene Agarose durch Schwenken des Glasgefäßes unter 
einem kalten Wasserstrahl gekühlt, 1µl Ethidiumbromid (EtBr)/20ml zugegeben und in einen 
Gelträger gegossen. Ethidiumbromid ist eine interkalierende Substanz, die sich in die DNA-
Doppelhelix einlagert und die DNA-Banden im Gel unter UV-Licht sichtbar macht. Ein ins 
erkaltende Gel gesteckter Kamm bildet Taschen für die spätere Beladung mit der Probe. Das 
polymerisierte Gel wurde in eine Elektrophoresekammer (Serva bzw. Biotec-Fischer) mit 
Laufpuffer (1x TAE) übertragen, so dass das Gel vollständig vom Puffer bedeckt war. Den 
DNA-Proben wurde nun DNA-Loading-Buffer (2% Bromphenolblau zur besseren 
Sichtbarkeit der Lauffront, 15% w/v Ficoll 400 zur Beschwerung der Proben) zugesetzt, die 
Mischung wurde dann in die Taschen des Gels pipettiert. Parallel zu den Proben wurde ein 
Größenstandard (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland) 
aufgetragen. Es wurde eine Spannung von 120V angelegt und das Gel für ca. 1-2h laufen 
gelassen. Auf dem UV-Transluminator (Model TR-302, Spectroline) konnte das Gel 
kontrolliert werden, die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte per Photo (DS 34 Direct 
Screen Instant Camera, Polaroid; 665 PN-Bilder, Polaroid), außerdem wurde das Gel auf  der 
Image Station 440 CF (Kodak digital science™) eingescannt. 
 
2.3.4.2 Auswertung der PCR-Ergebnisse mittels Image Station 440 CF 
 
Die Image Station 440 CF erlaubt nicht nur die Fotodokumentation von Agarose-Gelen oder 
Röntgenfilmen, sondern auch die densitometrische Auswertung der Versuche. Mit Hilfe der 
„1D Image Analysis Software“ (Kodak) wird die optische Dichte der Banden sowie des 
Gelhintergrundes bestimmt. Das Programm verrechnet das Signal der Banden gegenüber dem 
Hintergrund und ermittelt die korrigierte „NetOD“. Zur Normalisierung wurde die NetOD des 
Targets gegen die NetOD des Housekeeping-Gens „Cytochrom C Oxidase subunit 1“ sowie 
gegen die NetOD des Housekeeping-Gens „S26“ verrechnet. Der Mittelwert dieser beiden 
Quotienten wurde für die statistische Auswertung verwendet. 
 
2.3.5 Quantitative Realtime-PCR 
 
Im Unterschied zur semiquantitativen PCR erlaubt die Realtime-PCR nicht nur eine 
Endpunktanalyse, sondern auch die kinetische Quantifizierung in der log-linearen Phase noch 
während des PCR-Laufs. Die Realtime-PCR bedient sich dazu des Fluoreszenzfarbstoffes 
SYBR Green I, der in doppelsträngige DNA interkaliert und bei Licht der Wellenlänge 
530nm zur Fluoreszenz angeregt wird. Freies, sich in Lösung befindendes SYBR Green I 
erzeugt ein geringes Signal, während der in die DNA eingelagerte Farbstoff ein deutlich 
stärkeres Signal emittiert. Die Zunahme der SYBR Green I-Fluoreszenz ist der Menge der 
amplifizierten doppelsträngigen DNA direkt proportional. Die PCR kann bei dieser Methode 
bis in die Sättigung gefahren werden, da zur Quantifizierung nicht die absolute Menge an 
DNA verwendet wird. Stattdessen nutzt man die Zykluszahl, zu der sich das 
Fluoreszenzsignal gerade vom Hintergrund abhebt, den sogenannte Cp-Wert. Zu diesem 
Zeitpunkt befindet sich die Amplifikation noch in der exponentiellen Phase.  
 
Material und Methoden  15 
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Abb. 2.5: Prinzip der Amplifikation der Realtime-PCR: gemessen wird der Zeitpunkt zu dem sich das 
Fluroeszenzsignal gerade vom Hintergrund abhebt: der sogenannte Cp-Wert. 
 
Die Untersuchung ausgewählter Gene erfolgte mit dem LightCycler® (Roche). Es wurden nur 
Marker für die Realtime-PCR etabliert, die bereits erfolgreich mit der semiquantitativen PCR 
getestet worden waren. Für die Reaktionen wurde das „LightCycler® FastStart DNA 
MasterPLUS SYBR Green I“ Kit (Roche) verwendet, als Reaktionsgefäße dienten „LightCycler 
Capillaries (20µl)” (Roche). Für jede zu analysierende Probe wurde ein 20µl Ansatz in eine 
Glaskapillare pipettiert: 12µl Wasser (PCR grade), 1µl forward sowie 1µl reverse Primer, 4µ 
Ready-to-use hot start PCR reaction mix (FastStart Taq DNA Polymerase, reaction buffer, 
MgCl2, SYBR Green I, dNTPs) und abschließend 2µl cDNA. Die Kapillaren wurden 
verschlossen und kurz anzentrifugiert, dann in das LightCycler Karussell eingesetzt. Mit der 
LightCycler Software Version 3.5 (Roche) wurde folgendes Programm erstellt: 
 
1. Initiale Denaturierung:  
95°C  10min 
2. Amplifizierung: 
95°C  5sek  (Denaturierung) 
X °C 5sek  (Annealingtemperatur siehe Tab. 2.1) 
72°C  20sek  (Elongation, Messung jeweils am Ende des Schritts) 
3. Schmelzkurve: 
95°C  (kurzes Erhitzen) 
69°C  30sek 
95°C  (schrittweises Erhitzen um 0,2°C, kontinuierliche Messung) 
4. Kühlen: 
40°C 
 
Nach der Amplifizierung wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, um nachzuweisen, 
dass die PCR nicht durch Artefakte gestört wurde, sondern dass nur das gewünschte Produkt 
amplifiziert worden ist. Hierbei wird durch schrittweises Erhitzen auf 95°C der Rückgang des 
Fluoreszenzsignals bestimmt. Diese Abnahme der Fluoreszenz beruht auf der Dissoziation der 
DNA-Doppelstränge, so dass SYBR Green I nicht mehr interkalieren kann. 
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Abb. 2.6: Schmelzkurve des Markers SLPI für verschiedene Proben: Durch schrittweises Erhitzen auf 95°C 
kommt es zu einer Abnahme der Fluoreszenz da die DNA-Doppelstränge dissoziieren.  
 
Zur besseren Beurteilung stellt man die erste negative Ableitung der Schmelzkurve (als 
Änderung der Fluoreszenz pro Temperaturänderung gegen die Temperatur) graphisch dar. 
Man erhält den charakteristischen Schmelzpunkt (Tm) des spezifischen PCR-Produktes mit 
dem Wendepunkt der Schmelzkurve als Maximum. Die Schmelztemperatur hängt von der 
Länge des PCR-Produkts sowie vom Anteil an Guanin und Cytosin ab. PCRs, die nur das 
gewünschte Produkt amplifizieren, zeigen einen sauberen Gipfel in der Schmelzkurve, 
während Primer-Dimere sowie unspezifische Produkte weitere Gipfel liefern. 
 
Abb. 2.7: Schmelzgipfel des Markers SLPI: Hier ist die negative Ableitung der Schmelzkurve (siehe Abb. 2.6) 
dargestellt. Der einzelne, saubere Peak bei ca. 87°C in allen Proben zeigt, dass nur das gewünschte Produkt 
amplifiziert worden ist. Die Negativkontrollen sind frei von DNA-Kontamination, sie weisen kein Produkt auf. 
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45 Zyklen 
 
Als zusätzliche Kontrolle wurden die PCR-Produkte auf einem Agarose-Gel aufgetrennt, um 
die Größe der erwarteten Bande zu bestätigen. Da bei der Realtime-PCR die Sättigungsphase 
erreicht wird, erscheinen die Produktbanden in der Gelelektrophorese mit annähernd gleicher 
Intensität, unabhängig von einem nachgewiesenen Unterschied der Cp-Werte in der 
Amplifikation. 
 
Alle Untersuchungen erfolgten an einer cDNA-Bank dezidualen Gewebes mit Proben von der 
5. bis 16. Schwangerschaftswoche. Ähnlich wie bei der semiquantitativen PCR wurden bei 
den Realtime-PCRs zusätzlich Läufe mit dem konstant exprimierten Housekeeping-Gen 
ALAS (5-Amino-Lävulinatsynthase) durchgeführt. Diese erlauben später die relative 
Quantifizierung der Genexpression. Es wurde das „LightCycler® h-ALAS Housekeeping 
Gene Set“ (Roche) verwendet. Dieses Kit bedient sich des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET): Zwei Oligonukleotide sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, das 
eine am 3´-Ende, das andere am 5´-Ende. Die Sequenz dieser beiden „hybridization probes“ 
ist so gewählt, dass sie sich mit nur wenigen Basen Abstand an eine bestimmte Zielsequenz 
des Housekeeping-Genes anlagern. Jetzt kann der Fluoreszenzfarbstoff am 3´-Ende 
(Fluorescein) zur Emission einer Wellenlänge E1 angeregt werden, diese Energie wird vom 
Farbstoff am 5´-Ende (LightCycler Red 640) aufgenommen und als Licht der Wellenlänge E2 
emittiert. Es kommt nur zum FRET, wenn die beiden Oligosonden in enger räumlicher 
Beziehung stehen, also an die Ziel-DNA gebunden sind. In diesem Fall kann die Wellenlänge 
E2 gemessen werden. Sind die Sonden dagegen frei in der Reaktionslösung so kann die 
Wellenlänge E1 aufgezeichnet werden. Mit zunehmender Zahl an DNA-Kopien in der PCR 
nimmt die Intensität des Signals E2 zu. Die Messung erfolgt zum Zeitpunkt des Annealing, da 
die Sonden während der Elongation wieder abgelöst werden. Eine Schmelzkurvenanalyse 
wird bei der ALAS-PCR nicht durchgeführt, diese beruht auf dem Rückgang des Fluoreszenz-
signals von SYBR Green, das für die ALAS-PCR  nicht verwendet wird. 
 
Für einen 20µl Ansatz wurden zusammengegeben: 2µl „10x LightCycler FastStart DNA 
Master Hybridisation Probes“, 2µl „10x h-ALAS Detection Mix“, 2,4µl MgCl2 Stock 
Solution, 11,6µl Wasser (PCR grade) und 2µl cDNA.  
 
Die ALAS-Realtime-PCR umfasste folgende Schritte: 
 
1. Initiale Denaturierung:  
95°C  10min 
2. Amplifizierung: 
95°C  10sek (Denaturierung) 
55°C  15sek (Annealing, Messung jeweils am Ende des Schritts) 
72°C  15sek (Elongation) 
3. Kühlen: 
40°C 
 
2.3.5.1 Auswertung der Realtime-PCR 
 
Sowohl für das Housekeeping-Gen als auch für die spezifischen Marker wurde jede Probe in 
Doppelbestimmung („Replicate“) gemessen, da in der Realtime-PCR bereits minimale 
Pipettierfehler Auswirkung auf das Resultat haben können. Die Auswertung der Realtime-
PCR erfolgte mit der LightCycler Software „RelQuant Version 1.01“ (Roche). Um mehrere 
LightCycler-PCRs miteinander in Beziehung setzen zu können, wurde bei allen Reaktionen 
ein 1:10 verdünnter Pool der Deziduabank eingesetzt. Dieser „Kalibrator“ ermöglicht es, die 
Ergebnisse verschiedene Läufe gegeneinander zu normalisieren. Der relativen Quantifizierung 
18  Material und Methoden  
 
diente der Vergleich der Expressionsdaten für die spezifischen Marker mit dem 
Housekeeping-Gen ALAS als externem Standard: Die Cp-Werte des zu analysierenden Gens 
wurden gegen die Cp-Werte für ALAS normalisiert. Weiterhin besteht bei der Realtime-PCR 
die Möglichkeit, die Effizienz der PCR mit in die Auswertung einfließen zu lassen. Hierzu 
wird sowohl für das spezifische als auch für das Housekeeping-Gen ein PCR-Lauf an einer 
Verdünnungsreihe in vier Zehnerpotenzen der gepoolten cDNA-Bank durchgeführt. Es 
wurden jeweils 3 Proben pro Verdünnung eingesetzt: 1:1, 1:10, 1:100 sowie 1:1000. Anhand 
der Cp-Werte dieser Verdünnungsreihe wird durch die Software ein sogenannter „Coefficient-
File“ errechnet. Diese Koeffizienten ermöglichen die Einbeziehung der PCR-Effizienz in die 
Auswertung.  
 
2.3.6 Verifizierung der Identität der PCR-Produkte 
 
Nach der PCR wurden die Proben auf ein Agarose-Gel aufgetragen, um die erwartete Größe 
des Produktes anhand des DNA-Molekulargewichtsmarkers zu prüfen. Zur Identifizierung der 
richtigen Sequenz wurde das PCR-Produkt anschließend sequenziert. Hierzu wurde zuerst 
eine Aufreinigung der DNA vorgenommen, um die Lösung von Rückständen aus der PCR, 
die die Sequenzierung stören könnten, zu befreien. Stellte sich das Reaktionsprodukt als 
einzelne, saubere Bande auf dem Agarose-Gel dar, so erfolgte die Aufreinigung direkt aus 
dem PCR-Ansatz. Zeigten sich hingegen Primer-Dimere in der DNA-Elektrophorese, erfolgte 
die Isolierung der der Größe des Produkts entsprechenden Bande aus dem Gel, so dass nur das 
gewünschte DNA-Fragment in die Sequenzierung einging. In beiden Fällen wurde das „High 
Pure PCR Product Purification Kit“ (Roche) verwendet. In Gegenwart des Salzes GTC 
werden DNA-Fragmente größer 100bp an einen Glasfaserfilter gebunden. Durch Wasch- und 
Zentrifugationsschritte kann die gebundene DNA von Verunreinigungen wie Nukleotiden, 
Primern oder der Taq-Polymerase gesäubert und schließlich durch Elution mit niedriger 
Salzkonzentration von der Säule zurückgewonnen werden. 
 
Aufreinigung von PCR-Produkten aus dem PCR-Ansatz 
 
Der PCR-Ansatz wurde mit nukleasefreiem Wasser auf 100µl ergänzt, es wurden 500µl 
Bindepuffer (3M Guanidiniumthiocyanat, 10mM Tris-HCl, 5% v/v Ethanol, pH 6,6) 
zugegeben. Nach Durchmischen mit einer Vortex wurde die gesamte Probe auf ein Glasvlies 
in ein „High Pure Filtrationsgefäß“, das zuvor in ein Auffanggefäß gesetzt worden war, 
transferiert. Es wurde 60sek bei maximaler Geschwindigkeit (14.000rpm) der Tischzentrifuge 
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses wurden 500µl Waschpuffer (20mM NaCl, 
2mM Tris-HCl, pH 7,5) in das Reservoir pipettiert und erneut 60sek bei 14.000rpm 
zentrifugiert. Für einen zweiten Waschschritt wurden 200µl Waschpuffer auf die Säule 
gegeben und wieder 60sek bei 14.000rpm zentrifugiert. Abschließend wurde die Säule in ein 
neues Auffanggefäß übertragen und 30µl Elutionspuffer (10mM Tris-HCl, pH 8.5) 
hinzugefügt. Durch Zentrifugation mit 14.000rpm für 60sek wurde die DNA eluiert. Der 
Elutionsschritt wurde mit 30µl wiederholt. Bis zur Sequenzierung wurden die Nukleinsäuren 
bei -40°C eingefroren. 
 
Aufreinigung von PCR-Produkten aus einem Agarose-Gel 
 
Die DNA-Bande der erwarteten Größe wurde auf dem Agarosegel identifiziert und mit einem 
sterilen Skalpell möglichst knapp aus dem Gel herausgeschnitten. Ein steriles Eppendorfgefäß 
wurde zuerst leer und anschließend mit dem Gelstück gewogen. Je 100mg Gel wurden 300µl 
Bindepuffer aus dem Kit zugegeben und anschließend für 30sek mittels Vortex durchmischt, 
um die DNA aus dem Gel freizusetzen. Die Suspension wurde daraufhin für 10min bei 56°C 
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inkubiert. Alle 2min wurde das Reaktionsgefäß kurz mit der Vortex durchmischt. Nach der 
vollständigen Lösung des Gelstückes wurden je 100mg Gel 150µl Isopropanol hinzupipettiert 
und wieder gründlich gevortext. Die Lösung wurde dann auf eine Glasfasersäule in einem 
Auffanggefäß gegeben. Da die Kapazität des „High Pure Filtrationsgefäßes“ maximal 700µl 
beträgt, wurden Ansätze mit höheren Volumina auf zwei Säulen aufgeteilt. Die weiteren 
Schritte wurden analog der Aufreinigung der PCR-Produkte direkt aus dem Reaktionsansatz 
vorgenommen. 
 
Sequenzierung der PCR-Produkte 
 
Die Identifizierung der PCR-Produkte wurde von der Fa. SeqLab (Göttingen) über eine nicht-
radioaktive Sequenzierung vorgenommen. Hierzu wurde je Probe ein Gesamtvolumen von 
7µl mit ca. 100ng DNA und 20pmol Forward Primer (gelöst in 10mM Tris pH 8,5; kein 
EDTA) eingeschickt. Mit Hilfe des BLAST-Programmes (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) 
wurden die erhaltenen Sequenzen auf Übereinstimmung mit dem spezifischen Gen analysiert. 
 
2.3.7 Klonierung einer RNA-Sonde für die Northern-Hybridisierung 
 
Die Northern-Hybridisierung dient als Nachweis der Genexpression auf mRNA-Ebene. Man 
trennt die gewonnene zelluläre RNA mittels einer Gelelektrophorese auf und blottet sie 
anschließend auf eine Membran. Um auf der Membran spezifische Sequenzen nachzuweisen, 
benötigt man eine zur Ziel-mRNA komplementäre RNA-Sonde. RNA-Sonden werden hier 
DNA-Sonden vorgezogen, da RNA-RNA-Hybriden stabiler sind. Zur Sondengenerierung 
wird das PCR-Produkt als Teilsequenz des zu untersuchenden Gens in ein Plasmid 
eingebracht (2.3.7.1), dieser Vektor wird anschließend in einen bakteriellen Wirt übertragen 
(2.3.7.2). In dieser Wirtszelle vermehrt sich das Plasmid unabhängig vom bakteriellen Genom 
und wird bei Zellteilungen an die Tochterzellen weitergegeben. Die Kopplung des PCR-
Produktes an einen Promotor, den Startpunkt für eine RNA-Polymerase, innerhalb des 
Plasmids erlaubt nach Plasmidpräparation (2.3.7.3) die In-vitro-Transkription (2.3.7.5) einer 
RNA-Kopie. Dabei erfolgt gleichzeitig eine nicht-radioaktive Markierung der Nukleinsäure, 
um sie als Sonde nachweisbar zu machen. 
 
2.3.7.1 Einbringen eines PCR-Produkts in einen Vektor (Ligation) 
 
In der Ligation, dem ersten Schritt der Klonierung, wird ein PCR-Produkt als Insert in ein 
Plasmid eingebracht. Zur Anwendung kam hier das „TOPO TA cloning® Kit“ (Invitrogen, 
Paisley, United Kingdom), das sich eine Template-unabhängige terminale Transferase-
Aktivität der eingesetzten Taq-Polymerase zunutze macht. An das 3´-Ende der DNA-
Fragmente wird in der PCR eine zusätzliche Base angehängt, zumeist Adenosin. Es entsteht 
also ein DNA-Doppelstrang, der an beiden 3´-Enden einen Adenosin-Überhang trägt. Das 
Ligationskit enthält ein mit Hilfe des Enzyms „Vaccinia Topoisomerase I“ linearisiertes 
Plasmid. Bei der Linearisierung entsteht am 5´-Ende der Plasmid-DNA ein Thymin-
Überhang, an den die Topoisomerase kovalent gebunden bleibt. Diese Bindung verhindert 
eine Selbstligation des Plasmids. Erst die Zugabe des PCR-Produktes löst das Enzym und 
ermöglicht den Einbau des DNA-Fragments in die Plasmidsequenz, dabei wird die Insertion 
durch den Adenosin- bzw. Thymin-Überhang an den komplementären Enden des DNA-
Stranges erleichtert. Durch Einbau des Inserts in die Schnittstelle der Topoisomerase wird 
diese Sequenz auf dem Plasmid unterbrochen und kann von dem Enzym nicht mehr erkannt 
werden. Man bezeichnet diese Methode der Ligation mit T- bzw. A-Überhang als TA-
Klonierung [Shuman, 1994]. 
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Als Vektor wurde das Plasmid „pCR®II-TOPO®“ (Invitrogen) verwendet (Abb. 2.8). Es 
enthält unter anderem den Replikationsstartpunkt (Origin of Replication, Ori), weiterhin ein 
Gen für Ampicillinresistenz als Selektionsmarker, Promotorgene für verschiedene RNA-
Polymerasen (T7 und SP6) sowie eine Klonierungsstelle (Multiple Cloning Site, MCS) zum 
Einbau des Inserts. Im Bereich der Multiple Cloning Site befindet sich weiterhin das LacZ´-
Gen, das für das N-terminale α-Fragment der β-Galactosidase kodiert. Die Klonierung eines 
DNA-Fragmentes in den Vektor bewirkt die Unterbrechung des LacZ´-Gens und damit die 
Inaktivierung der Enzyms. Testet man die Bakterienklone nach Transformation auf β-
Galactosidase-Aktivität, können die rekombinanten Klone selektiert werden.  
 
 
 
Abb. 2.8: Plasmidkarte des pCR®II-TOPO®-Vektors: Hervorgehoben ist die 
Sequenz der Multiple Cloning Site (MCS). Dargestellt sind sowohl die Position der 
M13 Forward- und Reverse-Primer wie auch die Position der Promotoren SP6 und 
T7 für die RNA-Polymerasen. Weiterhin ist die Insertionsstelle für PCR-Produkte 
erkennbar: Ein DNA-Fragment mit überhängenden Adenosinbasen an den 3´-Enden 
ligiert mit den überhängenden Thyminbasen an den 5´-Enden der Plasmidsequenz, 
wodurch wird das LacZ-Gen unterbrochen wird. 
 
Für die Ligation wurden die zu klonierenden PCR-Produkte aufgereinigt (siehe 2.3.6). In die 
Ligationsreaktion wurden 2µl DNA eingesetzt, weiterhin 1µl „Salt Solution“ (1,2M NaCl; 
0,06M MgCl2), 2µl steriles Wasser sowie ein 1µl TOPO® Vektor. Die Reaktionslösung 
wurde 5min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und bis zum nächsten Schritt auf Eis gestellt.  
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2.3.7.2 Transformation kompetenter Zellen 
 
Nach der Ligation wurden die Plasmide in chemisch kompetente E. coli (One Shot® TOP10 
Competent Cells, Invitrogen) transformiert. Man bezeichnet diese Bakterien als kompetent, da 
sie durch Vorbehandlung mit CaCl2 eine höhere Effizienz der Transformation aufweisen. 
Durch einen Hitzeschock (kurzzeitige Erwärmung der Bakterien auf 42°C) wird die 
Aufnahme des Plasmids gefördert. 
 
Vor der Transformation wurden LB-Agarplatten (Invitrogen) mit 100µg Ampicillin/ml 
hergestellt. Nur Bakterienklone, die das Plasmid aufgenommen haben, sind resistent gegen 
Ampicillin und können auf dem Agar Kolonien bilden. Um die Klone später nach ihrer β-
Galactosidase-Aktivität zu selektieren und damit den Erfolg der Ligation zu beurteilen, 
wurden 40µl X-Gal (40mg/ml) in Dimethylformamid auf den Agar gegeben. X-Gal (5-Brom-
4-Chlor-3-indolyl-β-D-galaktopyranosid, Promega, Mannheim) ist ein Lactoseanalogon und 
wird von der β-Galactosidase zu einem dunkelblauen Produkt abgebaut. War die Ligation des 
PCR-Produkts in das Plasmid nicht erfolgreich, bilden diese Klone dunkelblaue Kolonien. 
Hat hingegen eine Insertion stattgefunden, ist das LacZ´-Gen unterbrochen. X-Gal kann nicht 
abgebaut werden und es bilden sich weiße Kolonien. Nur die weißen Klone tragen den Vektor 
mit dem gewünschten Insert und können zur Plasmidpräparation herangezogen werden. 
 
Für die Transformation wurden 2µl des Ligationsansatzes (siehe 2.3.7.1) zu 50µl One Shot® 
TOP10 Zellen hinzugegeben. Nach vorsichtigem Durchmischen wurden die E. coli  mit dem 
Plasmid für 5min auf Eis gestellt. Die kompetenten Zellen wurden anschließend für 30sek in 
einem Wasserbad auf 42°C erhitzt und erneut auf Eis abgekühlt. Danach wurden 250µl SOC-
Medium (2% Trypton, 0,5% Yeast Extract, 10mM NaCl, 2,5mM KCl, 10mM MgCl2, 10mM 
MgSO4, 20mM Glucose; Invitrogen) in das Reaktionsgefäß pipettiert, vorsichtig durchmischt 
und die Lösung für 1h bei 37°C im Brutschrank (Hybridisierungsofen CO2-Auto-Zero; 
Heraeus) auf einem Schüttler mit 100rpm inkubiert. Die Suspension wurde dann auf den LB-
Selektiv-Agar (mit Ampicillin sowie X-Gal) ausplatiert und anschließend mit einem sterilen 
Drygalski-Spatel verteilt. Es wurde eine Platte mit 10µl unverdünnter sowie eine Agarplatte 
mit 10µl 1:10 in SOC-Medium verdünnter Lösung angesetzt. Die Kulturen wurden über 
Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert, am nächsten Morgen wurde das 
Bakterienwachstum begutachtet. Zur Isolierung des Plasmids wurden von jeder Platte fünf der 
weißen Kolonien ausgewählt und mit einer sterilen Impföse in 5ml LB-Flüssigmedium 
(Invitrogen) mit 100µg Ampicillin/ml übertragen. Die Inkubation erfolgte über Nacht auf 
einem Schüttler mit 100rpm bei 37°C im Brutschrank.  
 
Vor der Plasmidpräparation wurde als zusätzliche Kontrolle der Ligation und der Aufnahme 
des Plasmids eine PCR aus dem Flüssigmedium durchgeführt. Die verwendeten M13-Primer 
sind spezifisch für Sequenzen auf beiden Seiten der Multiple Cloning Site des Plasmids und 
stammen aus dem „TOPO TA Cloning Kit“ (Invitrogen). Die erwarteten Produkte sollten die 
Länge des ursprünglich in die Ligation eingesetzten PCR-Produktes plus 243bp 
Plasmidsequenz aufweisen. Der 50µl PCR-Ansatz wurde wie in 2.3.4 beschrieben pipettiert. 
Es wurden 2µl der Flüssigkultur sowie jeweils 1µl M13-Forward- und M13-Reverse-Primer 
(10pmol) eingesetzt. Das Thermocyclerprogramm umfasste 40 Zyklen mit einer 
Annealingtemperatur von 55°C, initial wurde 10min bei 94°C denaturiert, um die Bakterien 
zu lysieren und die DNA freizusetzen. Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt und auf die erwartete Größe überprüft.  
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2.3.7.3 Präparation der Plasmid-DNA  im Minimaßstab 
 
Die Plasmidisolierung aus den transformierten E. coli erfolgte mit dem „Wizard® Plus 
Minipreps DNA Purification System“ (Promega). Von jeder Flüssigkultur wurden 3ml per 
Zentrifugation (10min bei 10.000g) in einem Eppendorfgefäß pelletiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Gefäß über Kopf auf ein Papiertuch gestellt, um die restliche Flüssigkeit 
ablaufen zu lassen. Die Zellen wurden anschließend in 300µl „Cell Resuspension Solution“ 
resuspendiert und in ein steriles 1,5ml Röhrchen übertragen. Nach Zugabe von 300µl „Cell 
Lysis Solution“ wurde die Lösung durch viermaliges Umdrehen des Reaktionsgefäßes 
durchmischt, um die Zellen zu lysieren. Zur Fällung der freigesetzten bakteriellen Proteine, 
Zellwand sowie genomischer DNA wurden 300µl „Neutralization Solution“ hinzugefügt und 
vermischt, bis die Lösung klar wurde. Anschließend wurde für 5min bei 10.000g zentrifugiert, 
die Verunreinigungen setzten sich dabei als Pellet ab. Für jeden Ansatz wurde eine „Wizard 
Miniprep Column“ auf ein „Vacuum Manifold“ (Promega) gesetzt. Auf jede Säule wurde eine 
5ml Spritze ohne Kolben gesteckt. In dieses Reservoir wurde der klare Überstand pipettiert. 
Mit Hilfe einer Pumpe wurde ein Vakuum angelegt und das Lysat durch die Säule gesaugt, 
dabei wurden die Plasmide an ein Glasfaservlies gebunden. Nachdem mit 2ml „Column Wash 
Solution“ gewaschen worden war, wurde die DNA durch Ansaugen von Luft für 30sek 
getrocknet. Die Säule wurden dann in ein 1,5ml Eppendorfröhrchen überführt und für 2min 
bei 10.000g zentrifugiert, um eventuelle Reste des Waschpuffers zu entfernen. Nach 
Übersetzen in ein neues 1,5ml Gefäß konnte die Plasmid-DNA durch Zugabe von 50µl 
nuklease-freiem Wasser und Zentrifugation (20sek bei 10.000g) eluiert werden. Nach der 
Präparation wurde die Konzentration der Plasmidlösung photometrisch über die OD260 
bestimmt. 10µl des Eluats wurden auf ein Agarosegel aufgetragen, um den Erfolg der 
Isolierung zu begutachten Die Lagerung der Plasmide erfolgte bei -40°C. Für die dauerhafte 
Aufbewahrung der Bakterienklone wurden Glycerolstocks angelegt, dazu wurden 0,5ml der 
Flüssigkultur in 0,5ml Glycerinlösung (99,5%, Roth, Karlsruhe) gegeben, durchmischt und 
sofort bei -70°C eingefroren. 
 
2.3.7.4 Orientierung des Inserts im Plasmid 
 
Die In-Vitro-Transkription erlaubt die Generierung von RNA-Sonden für die Northern 
Hybridisierung. Eine RNA-Polymerase nutzt die Promotorsequenz auf dem Plasmid als 
Startpunkt und transkribiert eine RNA-Kopie des DNA-Templates. Bei der Ligation sind 
allerdings zwei Einbaurichtungen des Inserts in die Plasmidsequenz möglich. Je nachdem, 
wie das Insert orientiert ist, stehen zwei verschiedene Promotoren zur Verfügung, um den 
gewünschten Strang zu transkribieren. Da nur der antisense-Strang mit der zellulären mRNA 
hybridisieren kann, muss die Orientierung der spezifischen Sequenz im Vektor ermittelt 
werden, um gezielt eine antisense-Sonde herzustellen. Für jeden Klon wurde daher eine PCR 
(55°C Annealing, 40 Zyklen) mit dem M13-Forward-Primer und dem spezifischen Forward- 
bzw. Reverse-Primer des Inserts durchgeführt (Abb. 2.9). 
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Abb. 2.9: PCR der verschiedenen Kulturen mit M13-Forward sowie ELMO2-
Forward- oder Reverse-Primer: F = Forward, R = Reverse, N = Negativkontrolle, 
MG = Molekulargewichtsmarker 
 
Eine saubere Bande der erwarteten Größe in der Gelelektrophorese erlaubt Rückschlüsse auf 
die Einbaurichtung des Inserts und ermöglicht die Auswahl des richtigen Promotors für die 
RNA-Polymerase. 
  
Führt die Kombination aus M13-Forward-Primer sowie spezifischem Reverse-Primer zur 
sauberen Amplifikation eines Produktes (z.B. Klon 1 in Abb. 2.9), muss die SP6-Polymerase 
genutzt werden, um eine Antisense-Sonde zu erhalten. Es besteht folgende Orientierung des 
PCR-Produktes im Vektor: 
 
 
 
Liefert hingegen die Kombination aus M13-Forward-Primer sowie spezifischem Forward-
Primer eine scharfe Bande (z.B. Klon 4 in Abb. 2.9), so muss mittels T7-Polymerase 
transkribiert werden. Es liegt eine entgegengesetzte Ausrichtung des Inserts vor: 
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2.3.7.5 In-vitro-Transkription 
 
Nach Identifikation des benötigten Promotors kann die Transkription des Antisense-Stranges 
vorgenommen werden. Durch gleichzeitigen Einbau von DIG-gekoppeltem UTP durch die 
RNA-Polymerase wird eine nicht-radioaktive Markierung vorgenommen. Das Transkript 
kann nun mit einer Antikörperreaktion gegen DIG als Sonde nachgewiesen werden kann. 
 
Um die In-vitro-Transkription nicht am gesamten Plasmids vorzunehmen, wurde mittels PCR 
(55°C Annealing, 40 Zyklen) ein Template generiert. Die Primer für die PCR wurden dabei so 
gewählt, dass nur die Promotorregion und die spezifische Sequenz des Gens umfasst wird. 
Für das SFRP4-Template wurden 10pmol M13-Forward- sowie 10pmol SFRP4-Forward-
Primer verwendet, für das ELMO2-Template 10pmol M13-Reverse- und 10pmol ELMO2-
Forward-Primer. Die Templates wurden nach der PCR in einem Agarosegel elektrophoretisch 
aufgetrennt und die Banden aus dem Gel isoliert (siehe 2.3.6), um sie frei von Plasmiden in 
die In-Vitro-Transkription einzusetzen. Die Templates für die Sonden-Generierung wurden 
außerdem aufgereinigt (2.3.6) zur Sequenzierung (SeqLab, Göttingen) eingeschickt.  
 
Für die In-vitro-Transkription wurde das „MAXIscript™ In vitro Transcription Kit“ 
(Ambion) verwendet. Zu 12µl DNA-Template (= 300-500ng) wurden 2µl 10x Transcription 
Buffer, jeweils 1µl ATP, CTP sowie GTP (Endkonzentration je 0,5mM), 0,6µl UTP 
(Endkonz. 0,3mM), 0,4µl DIG-UTP (Endkonz. 0,2mM) außerdem 2µl der entsprechenden 
RNA-Polymerase gegeben. Für die ELMO2-Sonde wurde die SP6-, für die SFRP4-Sonde die 
T7-Polymerase eingesetzt. Nach Durchmischen durch Auf- und Abpipettieren wurde die 
Lösung kurz anzentrifugiert und anschließend für die Transkription 1h bei 37°C inkubiert. 
Zum Verdau der Template-DNA wurde 1µl DNase I (10U/µl, Roche) hinzugefügt und für 
15min bei 37°C inkubiert, danach wurde die Nuklease mit 1µl 0,5M EDTA inaktiviert. Auf 
die Entfernung der freien Nukleotide aus der Lösung kann verzichtet werden. Die Größe der 
Sonden wurde mittels RNA-Gelelektrophorese kontrolliert, gleichzeitig kann so eine Aussage 
über die Konzentration der Sonden getroffen werden. Die Transkripte wurden mittels 
Northern Blot (2.3.8) vom Gel auf eine Membran übertragen und detektiert (siehe 2.3.8.4), 
um die Effizienz der Markierung zu prüfen. Zur Bestimmung ihrer Konzentration erfolgte 
außerdem eine Dot-Blot-Detektion der in einer Verdünnungsreihe (1:10, 1:100, 1:1.000, 
1:10.000, 1:100.000) auf eine Membran getropften Sonden. Bis zur weiteren Verwendung 
wurden die RNA-Transkripte bei -70°C gelagert. 
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2.3.8 Northern-Hybridisierung 
 
Für die RNA-Analyse mittels Northern Blot wird die zu untersuchende RNA zunächst 
elektrophoretisch aufgetrennt (2.3.8.1), dann auf eine Membran übertragen (2.3.8.2). Der 
RNA-Blot wird mit dem spezifischen In-vitro-Transkript hybridisiert (2.3.8.3). Die an die 
spezifische Sequenz gebundene Sonde kann in der Folge über eine Enzym-Antikörper-
Reaktion nachgewiesen werden (2.3.8.4) 
 
Blotmembran
DIG-UTP-Sonde
RNA
Anti-DIG-AP
Röntgenfilm
CDP-Star
AP
LICHT-
REAKTION
 
Abb. 2.10: Detektion des Northern Blot: Die DIG-UTP-markierte 
Sonde aus der In-vitro-Transkription hybridisiert mit der RNA auf 
der Membran. Ein Alkalische-Phosphatase-Antikörper-Konjugat 
bindet an DIG-UTP und kann über eine Chemilumineszenzreaktion 
auf einem Röntgenfilm nachgewiesen werden. 
 
 
2.3.8.1 RNA-Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die RNA-Gelektrophorese wurde nach der RNA-Isolierung zur Begutachtung der Proben 
durchgeführt, außerdem ist die elektrophoretische Auftrennung der Ribonukleinsäure 
Voraussetzung für weitere Analysen in der Northern Hybridisierung. Für die 1,2%igen RNA-
Gele wurde zuerst die Agarose in DEPC-behandeltem Wasser durch Erhitzen aufgelöst. Dann 
wurden 0,66M Formaldehyd (molecular-biology grade) sowie 1x MOPS-Puffer pH8 
(Stammlösung 10x MOPS-Puffer: 0,2M Morpholinopropansulfon-Säure; 50mM 
Natriumacetat; 5mM EDTA pH8) [von Rango, 1998] zugegeben. Nach Abkühlen und 
Aushärten wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer mit 1x MOPS pH7 als Laufpuffer 
transferiert. Von jeder zu untersuchenden Probe wurden 5µg RNA mit 1:2 RNA-Loading-
Buffer (2x Loading Dye solution for RNA electrophoresis, Fermentas) in einem 
Thermocycler für 10min auf 65°C erwärmt, um die RNA durch Lösen der Wasserstoff-
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brückenbindungen in eine lineare Form zu bringen. Um eine Renaturierung der RNA zu 
verhindern, wurde die Probe anschließend direkt auf Eis gestellt. Die Proben wurden jetzt in 
die Taschen des Gels geladen, als Größenvergleich diente der RNA Millenium™ Size Marker 
(Ambion, Austin, TX USA). Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 100-120V 
gestartet, nach 2-3h Laufzeit wurde das Gel auf dem Transluminator begutachtet sowie durch 
Photo und Einscannen dokumentiert. Bei intakter RNA und ordnungsgemäßem Lauf des Gels 
zeigen sich die 18S- und 28S-Banden der rRNA. Spezifische Banden der mRNA sind nicht zu 
erkennen, da diese über alle Größen verteilt sind. 
 
2.3.8.2 Übertragung der RNA auf eine Membran mittels Northern-Blot 
 
Nach Auftrennung in der Elektrophorese wurde die RNA mit Hilfe eines Kapillarblots aus 
dem Agarose-Gel auf eine neutrale Nylonmembran (Biodyne A Transfer Membrane, Pore 
size 0,2 µm, PALL Biosupport Membranes) übertragen. Die treibende Kraft ist hierbei ein 
Flüssigkeitsstrom (vgl. Abb. 2.11), der durch das Gel und durch die Membran in einen Stapel 
Papier gesaugt wird. Die Nukleinsäuren werden aus dem Gel geschwemmt und bleiben an der 
Membran haften. Um die Transferzeit zu verkürzen und die Übertragung höhermolekularer 
RNAs zu verbessern, kam ein alkalischer Blot [Chomczynski, 1992] zum Einsatz, als 
Transferpuffer diente 5x SSC (3M NaCl; 0.3M Na3CitratDihydrat) mit 10mM NaOH. Die 
Alkalisierung des Puffers induziert Strangbrüche in der RNA und sorgt so für einen 
schnelleren und zugleich effektiveren Transport auf die Membran, da kleinere Moleküle 
besser übertragen werden. Die spätere Detektion der RNA-Sequenz durch eine Sonde wird 
durch die Strangbrüche nicht negativ beeinflusst, auch die Position der RNA auf der 
Membran im Vergleich zum Gel ändert sich nicht. Für den Blot wurde das Gel mit einem 
Skalpell zurecht geschnitten: die Taschen sowie die Seitenränder entfernt, hochstehende 
Kanten an den Seiten des Gels eingeebnet, damit die Membran plan auf dem Gel zu liegen 
kommt. Als Markierung wurde die obere linke Ecke des Gels abgeschnitten und auf einer 
passend abgemessenen Membran eingezeichnet. Der Blotaufbau (siehe Abb. 2.9) sah 
folgendermaßen aus: zuunterst ein ca. 10 cm dicker Stapel trockener Papiertücher zum 
Aufsaugen des Transferpuffers, darauf zwei trockene Lagen Whatman-Papier (Whatman Gel-
Blotting-Papier GB 003, Schleider + Schüll), ein feuchtes, in Blotpuffer getränktes Whatman-
Papier,  die angefeuchtete Membran, das Agarose-Gel mit der Probenseite nach unten auf die 
Membran, fünf Lagen feuchte Whatman-Papiere, eine doppellagige Brücke angefeuchtetes 
Whatman-Papier, die in den nebenstehenden Behälter mit Blotpuffer reichte und obenauf ein 
leichtes Tray als Verdunstungsschutz. Es wurde darauf geachtet, dass sich zwischen den 
einzelnen Lagen, vor allem zwischen Membran und Gel keine Luftblasen befanden, um einen 
gleichmäßigen Flüssigkeitsstrom zu gewährleisten. Nach 2h Blotzeit wurde die auf die 
Membran übertragene RNA mit dem UV-Stratalinker® 1800 (Stratagene) fixiert. Membran 
und Gel wurden auf dem Transluminator verglichen, um die Effektivität des Blots zu 
bewerten. Es erfolgte eine Photodokumentation sowie das Einscannen von Membran und Gel. 
Die Membran wurde schließlich für ca. eine Stunde an der Luft getrocknet und bis zur 
späteren Verwendung staubdicht verpackt. 
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Abb. 2.11: Aufbau des Northern Blots: Die Nukleinsäuren werden durch einen Flüssigkeitsstrom aus dem Gel 
auf die Membran übertragen. Der Alkali-Puffer wird von einem Zellstoffstapel angesaugt. 
 
2.3.8.3 Hybridisierung 
 
Unter Hybridisierung versteht man die Aneinanderlagerung zweier verschiedener 
einzelsträngiger Nukleinsäuren. Dieses Prinzip wird bei der Northern Hybridisierung zum 
Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen angewendet: die DIG-UTP-markierte RNA-Sonde 
aus der In-Vitro-Transkription bindet an die komplementäre RNA-Sequenz auf der Blot-
Membran. Die Stringenz der Bindung, d.h. die Ausschließlichkeit der Paarung 
komplementärer Sequenzen, wird durch Temperatur, pH und Ionenkonzentration der 
verwendeten Puffer, außerdem Helix-stabilisierende Substanzen (hier verwendet: Formamid) 
beeinflusst. Die Schmelztemperatur (Tm) der Oligonukleotid-Sonden wird durch den Gehalt 
an Guanin und Cytosin erhöht, während die Konzentration der Ionen bzw. des Formamids sie 
verringern. Tm wurde anhand nachstehender Formel [Sambrook et al., 1989] ermittelt:  
 
Tm = 81,5 – 16,6 (Molarität des Puffers)  + 0,41 (% G/C) – 0,72 (% Formamid) 
 
Zur Etablierung der Northern-Hybridisierung wurden Testläufe, beginnend mit einer 
Temperatur, die 10°C unterhalb der errechneten Tm lag, durchgeführt. Abhängig vom 
Ergebnis wurde die Temperatur variiert, bis optimale Hybridisierungsergebnisse vorlagen. 
Um unspezifische Hintergrundreaktionen auf ein Minimum zu reduzieren wurde darüber 
hinaus die optimale Konzentration jeder Sonde ermittelt.  
 
Die Hybridisierung erfolgte gemäß nachstehenden Protokoll: Zuerst wurde die Blotfolie 
prähybridisiert, um die verbliebenen freien Bindungsstellen der Membran abzusättigen und 
unspezifischen Bindungen vorzubeugen. Dazu wurde die Membran mit 2,5ml „DIG Easy Hyb 
Puffer“ (Roche) / 100cm2 Blot in eine feste Plastiktüte eingeschweißt und eine Stunde lang im 
Wasserbad (W-20C, Julabo) bei der ermittelten Temperatur (63°C) geschüttelt. Die Ränder 
der Plastiktüte wurden mit Glasstäben beschwert, so dass sie flach auf dem Boden des 
Wasserbads zu liegen kam und sich der Puffer gleichmäßig verteilen konnte.  
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5 feuchte Blot-Papiere 
RNA-Gel 
Membran 
1 feuchtes Blot-Papier 
2 trockene Blot-Papiere 
Zellstoff 
Blot-Puffer (5 x SSC; 
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Verdunstungsschutz 
Brücke aus Blot-Papier 
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Während der Prähybridisierung wurden die Sonden vorbereitet: Pro 100cm2 Blotmembran 
wurden 2,5ml DIG Easy Hyb Puffer mit einer Sondenkonzentration (sowohl SFRP4 als auch 
ELMO2) von 100ng/ml Hybridisierungspuffer eingesetzt. Bevor die Sonden dem 
Hybridisierungspuffer zugegeben wurden, wurden sie 1:2 mit deionisiertem Formamid in ein 
RNase-freies Eppendorf-Gefäß pipettiert. Diese Mischung wurde dann im Thermocycler für 
10min auf 65°C erhitzt, um Bindungen zwischen RNA-Sonden oder die Sekundärstruktur 
einzelner RNA-Stränge zu denaturieren. Um erneute Bindungen zwischen den RNA-Strängen 
zu verhindern, wurde das Eppendorf-Gefäß anschließend auf Eis gestellt. Damit war die 
Voraussetzung für die Hybridisierung mit komplementären Sequenzen auf der Membran 
gegeben. Erst unmittelbar vor der Inkubation des Blots wurde die Sonde mit dem 
Hybridisierungspuffer vermischt. 
 
Nach der Prähybridisierung wurde der Plastikbeutel an einer Ecke aufgeschnitten, der Puffer 
vollständig ausgegossen und die Hybridisierungslösung (+ vorbereitete Sonde) luftblasenfrei 
eingefüllt. Die Tüte wurde erneut verschweißt und über Nacht im Wasserbad bei der 
gewählten Temperatur inkubiert. Es wurde darauf geachtet, dass die Tüte dem Boden des 
Wasserbades anlag. Nach der Hybridisierung wurde die Blotfolie aus der Plastikfolie entfernt 
und in ein sauberes RNase-freies Glasgefäß mit Deckel überführt. Um die Membran von 
unspezifisch gebundener Sonde zu befreien, wurde sie 2 x 5min mit niedriger Stringenz mit 
2x SSC (3M NaCl, 0,3M Na3CitratDihydrat) bei Raumtemperatur gewaschen. Dann wurde 2 
x 10min mit hoher Stringenz mit 0,1x SSC + 0,1% SDS (Natriumdodecylsulfat) bei der 
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Alle Waschschritte wurden mit ca. 200ml Puffer 
durchgeführt, um ein optimales Entfernen der Sonde sicherzustellen.  
 
 Hyb.Temp. [°C] Sondenlänge [b] Endkonz. [ng/ml] Ziel-RNA [kb] 
ELMO 2 63 403 100 2,7 
SFRP 4 63 368 100 2,7 
β-Actin 65 588 5 1,8 
18 S 65 22 4,6 1,8 
Tabelle 2.2: Bedingungen der Northern Sonden 
 
2.3.8.4 Immunologische Detektion der gebundenen Sonde 
 
Im Anschluss an das stringente Waschen wurde die Blotmembran 5min in Puffer1 (0,1 M 
Maleinsäure, 0,15 M NaCl, pH 7,5; Zugabe von 500µl DEPC/l, anschließend autoklavieren) 
auf dem Schüttler äquilibriert. Danach wurde die Membran 30 min in Puffer2 (2% Blocking 
reagent (Roche) in Puffer1) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen der Folie zu 
blockieren. Es wurden 100ml Puffer2 pro 100cm2 Blot verwendet. Darauf wurde mit dem 
Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-Konjugat (Roche), das 1:10000 in Puffer2 verdünnt war 
inkubiert. Vor Verdünnung des Antikörpers wurde dieser kurz anzentrifugiert. Um eine 
optimale Benetzung des Blots mit der Antikörper-Lösung zu gewährleisten, wurde die 
Membran bei diesem Schritt wieder in einen Plastikbeutel eingeschweißt und pro 100 cm2 
Blot 10ml der Lösung luftblasenfrei hinzugegeben. Nach 30min Inkubation auf dem Schüttler 
wurde die Membran aus der Plastiktüte entnommen und der überschüssige Antikörper mit 
zwei 15minütigen Waschschritten in Puffer1 + 0,3% Tween20 entfernt. Hierauf wurde die 
Membran 5min in Puffer3 (0,1M Tris, 0,1M NaCl, pH 9,5) für CDP-Star äquilibriert. 
Anschließend wurde die Membran mit Hilfe einer Pipette 5min mit CDP-Star (Roche), dem 
Chemilumineszenzsubstrat für die Alkalische Phosphatase, benetzt. CDP-Star wurde hierzu 
1:100 in Puffer3 verdünnt. Nach Abgießen der überschüssigen Lösung wurde die noch 
feuchte Blotfolie luftblasenfrei in Saran-Folie eingepackt und mit Klebestreifen in einer 
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Röntgenkassette befestigt. Die Blotmembran wurde dabei so in die Kassette geklebt, dass die 
Seite auf der die RNA fixiert war, direkt zum Röntgenfilm zeigte. So war sichergestellt, dass 
das emittierte Lichtsignal nach Dephosphorylisierung des CDP-Star durch die Alkalische 
Phosphatase direkt auf den Röntgenfilm traf. Die Röntgenfilme (X-OMAT UV Plus Film 100 
NIF 18x24cm, Kodak) wurden je nach Stärke des Lichtsignals, abhängig von der verwendeten 
Sonde bzw. der Expressivität der zu detektierenden RNA für 30sek bis 3h exponiert. Die 
Entwicklung der Röntgenfilme erfolgte für 3min im Entwicklerbad (LX 24 
Röntgenentwickler, Kodak), danach wurde 1min fixiert (AL 4 Röntgenfixierbad, Kodak). 
Abschließend wurden die Röntgenfilme gründlich mit deionisiertem Wasser gespült und zum 
Trocknen aufgehängt. Durch den in der Gelelektrophorese parallel aufgetragenen RNA 
Millenium™ Molekulargewichtsmarker konnte die Größe der erhaltenen Bande auf dem 
Röntgenfilm ermittelt werden. Zur semiquantitativen Auswertung der Daten wurden 
Hybridisierungen des RNA-Blots mit Sonden für das konstant exprimierte Housekeeping-Gen 
β-Actin (Roche) sowie für die 18S-RNA durchgeführt. 
 
2.3.8.5 Auswertung der Daten 
 
Die Röntgenfilme wurden analog der Auswertung der semiquantitativen PCR mit der Kodak 
Image Station eingescannt und die NetOD der einzelnen Banden ermittelt (2.3.4.2). Die 
Referenzhybridisierungen mit der β-Actin-Sonde sowie der 18S-Sonde ermöglichen eine 
semiquantitative Aussage über die Expression des untersuchten Gens. Dazu wurde die NetOD 
des Targets durch die NetOD von β-Actin bzw. 18S dividiert. Der Mittelwert dieser beiden 
Quotienten wurde zur statistischen Auswertung benutzt. 
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2.4 Proteinbiochemische Methoden 
 
2.4.1 Methodische Grundlagen 
 
Die Western-Analyse dient dem Nachweis der Protein-Expression. Hierzu werden die 
Proteinproben zuerst in einer Gelelektrophorese aufgetrennt und dann auf eine Membran 
geblottet. An ihr bleiben die Proteine aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften, so 
dass das Muster der elektrophoretischen Auftrennung bestehen bleibt. Die Analyse der 
Proteine erfolgt über eine Immunodetektion, hierbei bindet ein spezifischer Antikörper an 
Epitope des nachzuweisenden Proteins. Der Primärantikörper kann über einen zweiten, gegen 
ihn gerichteten Antikörper, an den das Enzym „Horseradish-Peroxidase“ (HRP) gekoppelt ist, 
nachgewiesen werden. Dieses Enzym setzt das Substrat Luminol in einer Chemilumineszenz-
reaktion um. Das emittierte Licht schwärzt einen Röntgenfilm und liefert so einen qualitativen 
und semiquantitativen Proteinnachweis. Zur genaueren Quantifizierung vergleicht man die 
Expression des spezifischen Proteins mit der des β-Actins, einem Strukturprotein des 
Zytoskeletts, das eine konstante Expression aufweist. 
 
Blotmembran
Primärantikörper
Protein
Sekundärantikörper
Röntgenfilm
Luminol
HRP
LICHT-
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Abb. 2.12: Detektion des Western Blot: ein spezifischer Antikörper 
bindet an Epitope des nachzuweisenden Proteins. Ein zweiter, an ein 
Enzym gekoppelter Antikörper bindet den Primärantikörper und 
kann über eine Chemilumineszenzreaktion auf dem Röntgenfilm 
nachgewiesen werden. 
 
2.4.2 Proteinisolierung und -bestimmung 
 
Das für die Proteinisolierung vorgesehene Deziduagewebe lag in 0,15M Ammonium-
hydrogencarbonat (NH4HCO3) vor (siehe 2.1). Zur Isolierung wurden die Proben auf Eis 
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aufgetaut. Um eine Degradation zu vermeiden, wurde eine Stammlösung (10x konzentriert) 
des Protease-Inhibitors „Complete mini“ (Roche) angesetzt. Die Flüssigkeitsmenge der zu 
isolierenden Proteinprobe wurde bestimmt und ein Zehntel dieser Menge an Complete Mini-
Stammlösung zugegeben. Das Gewebe wurde mit dem „Elwein-Potter“ homogenisiert, um 
die Zellmembranen aufzubrechen. Dann wurde für 10min bei 10000g bei 4°C zentrifugiert, 
wodurch die Membranfragmente pelletiert wurden. Im Überstand fanden sich nun die 
zytosolischen Proteine, dieser Überstand wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung 
bei -40°C gelagert. Ein Aliquot wurde direkt für die Proteinbestimmung eingesetzt. 
 
Um verschiedene Proben im Western Blot vergleichen zu können, ist es erforderlich, jeweils 
die gleiche Menge Protein einzusetzen. Nach der Probenaufarbeitung wurde daher 
entsprechend der Methode nach Lowry unter Verwendung des „Bio-Rad DC protein assay“ 
(Bio-Rad Laboratories, München) photometrisch der Gesamtproteingehalt bestimmt [Lowry 
et al., 1951]. Dazu wird zuerst eine Verdünnungsreihe aus BSA (Bovine Serum Albumine, 
Sigma) hergestellt. Von dieser Eichreihe und jeder zu untersuchenden Probe werden als 
Doppelbestimmung zwei Eppendorf-Gefäße mit je 25µl vorgelegt. Durch Zugabe von 125µl 
der Lösung A aus dem Kit kommt es zu einer Biuretreaktion: die in der alkalischen Lösung 
enthaltenen Kupfer(II)-Ionen bilden einen Komplex mit den Peptidbindungen der Proteine. 
Nach Zugabe von 1000µl Lösung B, dem phenolhaltigen Folin-Ciocalteau-Reagenz, resultiert 
eine Blaufärbung, die auf einer Reduktion des Biuretkomplexes beruht. Die Farbintensität ist 
dabei dem Proteingehalt in der Probe proportional und wird 15min nach Zugabe der Lösung B 
photometrisch bei 750nm gemessen. Dazu wurden 200µl von jeder Probe in eine 
Mikrotiterplatte (Costar, Corning Glass Works) pipettiert und mit Hilfe des SLT Rainbow 
Scanners (SLT Labinstruments, Österreich) die Farbintensität ermittelt. Das 
Computerprogramm „easyWIN fitting“ (Tecan, Crailsheim, Deutschland) bestimmt über 
einen Vergleich der Proben mit der Eichreihe die Proteinkonzentration. 
 
2.4.3 SDS-Gelelektrophorese 
 
Zur weiteren Analyse der Proteine erfolgt zunächst eine Auftrennung nach ihrer Größe mittels 
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). SDS löst die Sekundär- 
und Tertiärstruktur der Proteine und linearisiert sie. SDS überdeckt die Eigenladung der 
Proteine, so dass sie eine ihrer Größe proportionale negative Ladung tragen und im 
elektrischen Feld in Richtung Anode wandern. Die Durchführung der Elektrophorese unter 
reduzierenden Bedingungen (Zugabe von 5% Mercaptoethanol zum Probenpuffer) trägt durch 
Spaltung der Disulfidbrücken dazu bei, die Proteinuntereinheiten zu lösen. Die so entfalteten 
Proteine bewegen sich gleichmäßiger in der Elektrophorese. Aufgrund der netzartigen 
Struktur des Gels wandern größere Moleküle langsamer als kleine, es kommt zu einer 
Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht. Je nach Größe der zu untersuchenden 
Proteine wurden Gele mit unterschiedlicher Polyacrylamidkonzentration verwendet. Dadurch 
wird jeweils der Molekulargewichtsbereich besonders gut getrennt, in dem das spezifische 
Protein erwartet wird. Ein Gel mit 7,5% T (= totale Polyacrylamidkonzentration) trennt dabei 
vor allem den Molekulargewichtsbereich zwischen 66-120 kDa, während ein 15% T Gel den 
Bereich zwischen 6,5 – 66 kDa besonders gut auftrennt.  
 
Die Elektrophorese erfolgte in einem vertikalen Gel: Zwischen zwei gründlich gereinigten 
Glasscheiben im Abstand von 750µm wurde zuerst ein rasch polymerisierendes Stop-Gel 
(siehe Tab. 2.3) gegossen, das den unteren Rand der Apparatur abdichtet. Anschließend wird 
das eigentliche Trenngel (Tab. 2.3) zwischen die Glasplatten gegeben. Das Gel polymerisiert 
über Nacht, es wird mit Aqua dest. überschichtet, damit es nicht austrocknet und sich ein 
glatter oberer Rand bildet. Am nächsten Morgen wird das Wasser abpipettiert und ein 
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Sammelgel (Tab. 2.3) darüber gegossen. Ein vor dem Auspolymerisieren in das Sammelgel 
gesteckter Kamm schafft Taschen zum Auftragen der Proben. 
 
 Stopgel 
7,5% T 
Trenngel 
15% T 
 Trenngel 
4,5% T 
Sammelgel 
H2O  6995 µl 4745 µl 5570 µl 
40% Acrylamid 100 µl 2250 µl 4500 µl 800 µl 
Tris 1,65M, pH 8,8 400 µl 2620 µl 2620 µl  
Tris 1,65M, pH 6,8    524 µl 
10% SDS  108 µl 108 µl 57 µl 
Temed 2,5 µl 9 µl 9 µl 7 µl 
10% Per 10-15 µl 20µ 20µ 35 µl 
Tabelle 2.3: Homogene SDS-Gele 
 
Durch den pH-Gradienten zwischen Sammelgel (pH 6,8) und Trenngel (pH 8,8) sowie die 
größere Maschenweite des Sammelgels werden die Proteine aus der aufgetragenen Lösung in 
einer scharfen Bande fokussiert. Beim Anlegen von Spannung kommt es im Sammelgel 
zunächst zur Stapelbildung der Proteine nach Molekulargröße. Die Banden bewegen sich mit 
gleicher Geschwindigkeit, erst beim Übertritt in das Trenngel wandern die Banden in 
Abhängigkeit von ihrer Größe unterschiedlich schnell. 
 
Je nach zu analysierendem Marker wurden 70µg bzw. 30µg Probe verwendet (siehe Tab. 2.4), 
um später bei der Immundetektion nicht die Signalsättigung zu erreichen. Die Proben wurden 
zunächst mit der Speed-Vac (Speed Vac® Plus SC110A und Refrigerated Vapor Trap RVT 
100, beide Savant) eingetrocknet, um unterschiedliche Volumina auszugleichen. Gleichzeitig 
wird bei der Vakuumzentrifugation das NH4HCO3 entfernt. Nach Eintrocknen wurden die 
Proteine in Probenpuffer (62,5mM Tris, 10% Glycerin, 5% Mercaptoethanol, 3% SDS, 
Bromphenolblau, pH 6,8) resuspendiert, mit der Vortex durchmischt und danach für 5min auf 
100°C erhitzt. Dadurch werden die Proteine denaturiert. Der Kamm wurde aus dem 
Sammelgel gezogen, die Taschen mit Laufpuffer (25mM Tris; 192mM Glycin; 0,1% SDS 
[Laemmli, 1970]) gespült  und mit einer Hamilton-Spritze je 10µl der Probenlösung in eine 
Tasche geladen. Um das Molekulargewicht der Proteinbanden bestimmen zu können, wurden 
parallel 10µl des gebrauchsfertigen „prestained marker“-Größenstandard (Fermentas) mit 
Proteinbanden bekannter Größe aufgetragen. Das Polyacrylamid-Gel wurde in eine mit 
Laufpuffer befüllte Kammer eingesetzt. Durch Anlegen einer Spannung von 600V, mit einer 
maximalen Stromstärke von 50mA für ein Gel und 80mA für zwei Gele, wurde die 
Elektrophorese gestartet. Um die freiwerdende Wärme abzuführen, wurde die Kammer 
gekühlt. 
 
2.4.4 Western Blot 
 
Nach elektrophoretischer Auftrennung für 90-120min wurden die Proteine mittels Semidry-
Elektroblotting (0,5mA/cm2, 40min) auf eine PVDF-Membran (Immobilon™-P Transfer 
Membrane, Pore size 0,45µm, Millipore, Hamburg) übertragen. Hierzu wird mittels zweier 
horitontaler Graphitplatten (Fastblot B 33, Whatman Biometra®), die als Anode bzw. 
Kathode dienen, ein zum Gel senkrechtes elektrisches Feld angelegt. Zwischen den beiden 
Elektroden wurde mit Hilfe von Whatman-Filterpapieren, die in verschiedene Lösungen 
getaucht worden waren, ein diskontinuierliches Puffersystem hergestellt. Sowohl die 
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Blotmembran als auch das Whatman-Papier wurden auf die Größe des Gels (ca. 13 x 16cm) 
zugeschnitten. 
 
Der Aufbau des Blots sah folgendermaßen aus: Die untere Graphitplatte (= Anode) wurde mit 
zwei in TB3-Puffer (20% Methanol, 300mM Tris) äquilibrierten Filterpapieren bedeckt, 
darüber kam ein in TB2-Puffer (20% Methanol, 25mM Tris) getauchtes Filterpapier. 
Anschließend wurde die mit Methanol angefeuchtete Membran ebenfalls in TB2 äquilibriert 
und aufgelegt. Es folgte das in TB2-Puffer eingelegte Gel und als letzte Schicht drei Lagen in 
TB1 (20% Methanol, 40mM 6-amino-Capronsäure) getränktes Whatman-Papier. Es wurde 
darauf geachtet, dass keine Luftblasen zwischen Gel, Blotfolie und den Filterpapieren 
eingeschlossen wurden, da diese den Transfer stören würden. Der gesamte Blot wurde einmal 
mit einer Rolle in Laufrichtung ausgerollt und abschließend die Graphitkathode aufgelegt. 
Um die entstehenden Elektrolysegase seitlich aus dem Blot herauszudrücken, wurde ein 
Gewicht von ca. 5kg auf die Kathodenplatte gelegt. Der Transfer erfolgte für 40min bei einer 
Spannung von 40V und einer Stromstärke von 100mA. Nach dem Blot wurden sowohl die 
Ecken des Gels als auch die Größenmarker, die schon ohne Färbung des Gels als farbige 
Banden zu erkennen sind, mit einem Kugelschreiber auf der Membran markiert. 
 
 
Abb. 2.13: Aufbau Western Blot: Die Proteine werden mittels Elektroblot übertragen. 
 
2.4.5 Immunreaktion 
 
Zur Etablierung der Reaktion der Primärantikörper wurden an mehreren Western Blots mit 
der gleichen Probe Tests mit verschiedenen Antikörperkonzentrationen im vom Hersteller 
angegebenen Bereich durchgeführt. Die Konzentration des Sekundärantikörpers wurde 
entsprechend der Angaben des Herstellers gewählt. 
  
Auf der Blotmembran wurden zunächst die freien Bindungsstellen blockiert, um 
unspezifische Bindungen der Antikörper möglichst zu reduzieren. Dazu wurde 5% 
Milchpulver und 0,1% Tween20 in TBS-Puffer (5mM Tris, 130mM NaCl, pH 7,6) 
verwendet, mit dem die Membran luftblasenfrei in eine Plastiktüte eingeschweißt wurde. 
Nach Inkubation über Nacht bei 4°C auf dem Schüttler wurde die Blotfolie aus dem 
Plastikbeutel entfernt und zusammen mit einer Lösung des spezifischen Antikörper 
(Konzentration des Antikörpers siehe Tabelle 2.4) in TBS + 0,1% Tween + 5% Milchpulver 
eingeschweißt. Es wurde für 60min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Danach 
kurz unter vollentsalztem Wasser abgespült. Es folgten drei Waschschritte von jeweils 15min 
in TBS + 0,1% Tween, um unspezifisch gebundenen Antikörper wieder abzulösen. Je nach 
verwendetem Primärantikörper wurde dann die Lösung eines mit HRP-konjugierten 
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Zweitantikörpers (anti-rabbit, anti-mouse oder anti-goat, alle Dako; Konzentration siehe Tab. 
2.4) in TBS + 0,1% Tween, auf die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte wieder 
eingeschweißt in einen Plastikbeutel für 60min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler. Die 
Membran wurde erneut unter deionisiertem Wasser gespült, nach drei weiteren 
Waschschritten (je 15min) in TBS + 0,1% Tween wurde sie auf Saran-Folie gelegt. Nun 
wurde das Substrat für die Chemilumineszenzreaktion vorbereitet: hier fand das „Enhanced 
chemiluminescence-Kit“ (ECL) (Amersham science, Freiburg) Anwendung. Entsprechend 
der Anleitung aus dem Kit wurden jeweils 2ml der ECL-Reagenz A in ein sauberes 
Becherglas vorgelegt und 2ml der ECL-Reagenz B zugegeben. Die Mischung wurde mit der 
Pipette gleichmäßig über die Blotmembran verteilt und nach 1min in Zellstoff ablaufen 
gelassen. Der Blot wurde nun ganz in Saranfolie gepackt, mit Klebestreifen in einer 
Röntgenkassette fixiert und in der Dunkelkammer wurde ein Röntgenfilm exponiert. Je nach 
Stärke des Signals wurde für 30sek bis 10min exponiert. Die Entwicklung des Filmes erfolgte 
für 1min in Entwicklerbad, dann wurde der Film kurz in Wasser getaucht und kam 1min ins 
Fixierbad (siehe 2.3.8.4). Nach Abspülen mit VE-Wasser und Trocknen des Filmes wurde die 
Größe der erhaltenen Banden anhand des eingezeichneten Proteinmarkers auf dem Blot 
ermittelt. Zur relativen Quantifizierung wurde die Blotmembran nach der Reaktion mit dem 
spezifischen Antikörper gründlich gewaschen und mit einem Antikörper für β-Actin 
inkubiert. Die weiteren Waschschritte und die Detektion mit einem Zweitantikörper-Enzym-
Konjugat erfolgten analog zum beschriebenen Protokoll.  
 
Die Proteinbanden auf der Membran wurden zur Dokumentation 1min mit Coomassie (2,5g 
Serva blue G auf 454ml Methanol, 45ml H2O, 92ml Eisessig) gefärbt. Um eine unspezifische 
Anfärbung der Membran wieder auszuwaschen, wurde die Membran 1min in Entfärbelösung 
(490ml Methanol, 490ml H2O, 20ml Eisessig) geschwenkt. 
 
Primärantikörper Proteingröße Gel [% T] Verdünnung Sekundärantikörper 
Kallistatin (R&D) 50 kDa 7,5 1:700 Rabbit-Anti-Goat 1:5000 
ELMO 2 (Abcam) 80 kDa 15 1:300 Rabbit-Anti-Goat 1:5000 
SLPI (Abcam) 12 kDa 15 1:200 Goat-Anti-Rabbit 1:2000 
β-Actin (Abcam) 40 kDa wie 1. AK 1:50000 Goat-Anti-Mouse 1:5000 
Tabelle 2.4: Verwendete Antikörper im Western Blot 
 
2.4.6 Auswertung der Western Blot-Daten 
 
Die Röntgenfilme wurden mit der Image Station 440 CF (Kodak digital science™) 
eingescannt und das densitometrische Signal der Banden gemessen (siehe 2.3.4.2). Um eine 
semiquantitative Aussage über die Expression des Proteins treffen zu können, wurde der 
Quotient aus der NetOD des Targets und der NetOD von β-Actin gebildet. Anhand dieses 
Wertes wurde die statistische Auswertung vorgenommen. 
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2.5 Immunhistochemie 
 
2.5.1 Methodische Grundlagen 
 
Die Immunhistochemie dient dem Nachweis und der Lokalisation von Proteinen direkt im 
Gewebe. Hierzu werden nach vorheriger Fixierung dünne Gewebeschnitte hergestellt und auf 
einen Objektträger aufgenommen. Mit Hilfe eines Primärantikörpers werden zuerst Epitope 
des Zielproteins markiert. Daraufhin bindet ein Biotin-markierter Zweitantikörper an mehrere 
Epitope des Primärantikörpers. Als Tertiärsubstanz wird schließlich mit dem Enzym 
Horseradishperoxidase konjugiertes Streptavidin hinzugefügt, das aufgrund seiner hohen 
Affinität für Biotin an den biotinylierten Sekundärantikörper bindet. Die Zugabe eines 
zunächst farblosen Chromogens erlaubt den Proteinnachweis: 3-Amino-9-Ethylcarbazol 
(AEC) bildet unter Oxidation durch die Meerrettichperoxidase ein rotes Endprodukt, das 
lichtmikroskopisch im Gewebeschnitt beurteilt werden kann. Da mehrere Sekundärantikörper 
an den Primärantikörper binden und Streptavidin ebenfalls über vier Bindungsstellen für 
Biotin verfügt, bewirkt diese Drei-Schritt-Methode eine Verstärkung des Farbsignals. 
 
Gewebeschnitt auf Objektträger
Primärantikörper
Ziel-Epitop
Sekundärantikörper
AEC
Biotin
HRP
Strept-
avidin
Farbreaktion
 
 Abb. 2.14: Antikörperreaktion in der Immunhistochemie 
 
2.5.2 Gewebefixierung 
 
Gewebeproben für die Immunhistochemie wurden für 4 Stunden in 3,7% neutral gepuffertem 
Formalin fixiert, je eine Stunde in PBS (Biochrom AG, Berlin) und 0,86% NaCl inkubiert, in 
einer aufsteigenden Isopropanolreihe (50%, 75%, 90%, 100%) dehydriert und schließlich in 
bei 52°C niedrig-schmelzendem Paraffin (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) eingebettet. Die 
Gewebeblöcke wurden bis zur Aufarbeitung bei Raumtemperatur aufbewahrt. 
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2.5.3 Gewebeaufarbeitung / -schnitte 
 
Von den paraffinfixierten Gewebeblöcken wurden mittels Schlittenmikrotom (Leica SM 
2000R, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) 5µm dicke Schnitte angefertigt und 
auf mit Aminopropyltriethoxysilan (APES) beschichtete Objektträger gegeben. Die Schnitte 
wurden einige Stunden auf einer Wärmeplatte getrocknet, um eine bessere Streckung und  
Haftung zu erreichen. Vor der Immunreaktion wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert. 
Dazu wurden die Objektträger für 2h in einen Wärmeschrank (56°C) gegeben, um das Wachs 
zu verflüssigen. Als nächstes wurden die Schnitte für 2 x 10min in Xylol geschwenkt, in einer 
absteigenden Alkoholreihe rehydriert und anschließend 3 x 10min in PBS gewaschen. Da es 
durch die Formalinfixierung des Gewebes zur Quervernetzung der Proteine und damit zum 
Verlust der Immunoreaktivität kommt, wurde vor der Antikörperreaktion eine Antigen-
Demaskierung durchgeführt. Hierzu stehen verschiedene Verfahren zur Verfügung, zum einen 
die Erhitzung der in Citratpuffer (10mM, pH 6,0) vorgelegten Schnitte per Mikrowelle 
(600W, 4 x 5min), die schonendere  Erhitzung im Dampfdrucktopf sowie die Andauung des 
Gewebeschnitts mit Trypsin. 
 
2.5.4 Vorgehensweise zur Etablierung des Antikörpers gegen SLPI 
 
Für den immunhistochemischen Nachweis des Proteins SLPI wurden ein polyklonaler 
Kaninchen-Antikörper (Abcam) verwendet. Alle weiteren Reagenzien stammen aus dem 
„Histostain PLUS“ Kit (Zymed, San Francisco, USA). Es wurden verschiedene 
Konzentrationen des Antikörpers an einer Schnittserie getestet, begonnen bei einer 
Verdünnung von 1:500 bis 1:20. Weiterhin wurden die verschiedenen Methoden der 
Antigendemaskierung geprüft. Das beste Anfärbeergebnis wurde mit der Vorbehandlung des 
Schnitts in der Mikrowelle (4 x 5min 600W, Citratpuffer) und einer Antikörperkonzentration 
von 1:20 erzielt. 
 
2.5.5 Antikörperreaktion 
 
Nach der Antigendemaskierung wurde der Schnitt zur Blockierung der endogenen 
Peroxidaseaktivität, die falsch positive Anfärbungen verursachen kann, mit 0,3% 
H2O2/Methanol inkubiert (30min, Raumtemperatur). Um eine unspezifische Bindung des 
Sekundärantikörpers an Immunglobuline im Gewebe zu verhindern, wurde für 20min mit 
Serum (Lösung A aus dem „Histostain PLUS“ Kit) blockiert. Daraufhin wurde der 
spezifische Antikörper (1:20 verdünnt in PBS/0,1% BSA) auf den Gewebeschnitt gegeben 
und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach  einem Waschschritt mit PBS/0,1% BSA wurde 
10min mit dem biotinylierten Anti-Rabbit-Sekundärantikörper (Lösung B, Histostain PLUS 
Kit) inkubiert, wieder gewaschen und das Streptavidin-HRP-Konjugat (Lösung C aus dem 
Kit) hinzugefügt. Nach 10min wurde mit Aqua dest. gespült und das noch farblose 
Chromogen AEC (Zymed) auf den Schnitt pipettiert. 
 
Unter dem Lichtmikroskop wurde die Entwicklung der Farbreaktion beurteilt. Bei Erreichen 
einer deutlichen Färbung wurde die Reaktion durch Spülen in Aqua dest. gestoppt. Es wurde 
darauf geachtet, dass alle Schnitte einer Serie die gleiche Farbintensität erreichen. Nach der 
Detektion wurden die Schnitte mit Glyzerin-Gelatine eingedeckelt. Als Negativkontrolle 
diente ein Gewebeschnitt, der mit Immunglobulinen der Spezies des Erstantikörpers 
(Kaninchen) inkubiert wurde. 
Die Auswertung der angefärbten Gewebeschnitte erfolgte lichtmikroskopisch. Es wurde die 
Lokalisation des Farbsignals sowie die Spezifität der Anfärbung des Gewebes beurteilt. 
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2.6 Statistische Auswertung 
 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms „GraphPad 
PRISM Version 3“ (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Zum Vergleich der 
Genexpression der Dezidua des ersten Trimesters (5.-12. SSW) mit der Dezidua des zweiten 
Trimesters (13.-16. SSW) wurde bei Normalverteilung der Daten der „two-tailed t-Test“ 
verwendet. Lag hingegen keine Gaußverteilung vor (z.B. aufgrund einer zu geringen 
Probenzahl), wurde der „Mann-Whitney-U-Test“ herangezogen. 
Zusätzlich wurden die Daten nach Schwangerschaftswochen gruppiert (5.+6., 7.+8., 9.+10., 
11.+12., 13.+14. sowie 15.+16. SSW) um eine genauere Analyse der Genexpression im 
Verlauf der Schwangerschaft vornehmen zu können. Bei Gauß-Verteilung der Werte wurde 
die „One-way ANOVA“ mit dem „Bonferroni-Post-Test“ verwendet, bei fehlender Gauß-
Verteilung erfolgte die Auswertung mittels „Kruskal-Wallis-Test“ und zusätzlichem „Dunns-
Post-Test“. Da wir eine explorative Analyse durchführen, wurden p-Werte kleiner 0,05 als 
statistisch signifikant gewertet.  
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3. Ergebnisse 
 
 
3.1 Kandidatenauswahl / Etablierung der RT-PCR 
 
Um Faktoren zu identifizieren, die an der Regulation der Trophoblastinvasion ursächlich 
beteiligt sein könnten, wurde mittels Mikroarray die Genexpression der Dezidua im Vergleich 
von erstem Trimester (5.-9. SSW, 7 Proben, Cy3-markiert) zu zweitem Trimester (13.-16. 
SSW, 7 Proben, Cy5-markiert) untersucht. Anhand des Cy3/Cy5-Verhältnisses im Mikroarray 
wurden elf Kandidatengene ausgewählt, deren Expression vom ersten zum zweiten 
Schwangerschaftsdrittel genauer untersucht werden sollte. (Auswahlkriterien siehe Kap 2.2). 
 
 
Name in der Genbank 
Verhältnis 
(Cy3/Cy5) 
 
Höhere Expression im 1. Trimester  
CD160 Natural killer cell receptor (By55) 7,8114 
SLPI Secretory leukocyte protease inhibitor 6,8216 
CXCL14 Chemokine CXC motif ligand 14 (BRAK) 5,2845 
ELMO2 Engulfment and cell motility gene 2 4,2736 
SFRP4 Secreted frizzled-related protein 4 3,6889 
Höhere Expression im 2. Trimester  
IGF2  Insulin-like growth factor 2 0,0186 
MBP Eosinophil granule major basic protein 0,0221 
PappA Pregnancy-associated plasma protein A 0,0963 
Kallistatin Serine protease inhibitor, clade a, member 4 (Serpina4) 0,2525 
CXCL9 Chemokine CXC motif ligand 9 (Mig) 0,2744 
Galectin-3 Galactose-specific lectin 3 0,3050 
Tab. 3.1: Auswahl von Kandidatengenen anhand des im Mikroarray gefundenen Regulationsfaktors 
 
 
Da Mikroarray-Untersuchungen nur als erstes Screening dienen können (siehe Kap. 4.2.3), 
sollte das Ergebnis des Mikroarrays zunächst an den einzelnen für den Array eingesetzten 
Proben reproduziert werden. Von neun dieser Proben war noch in ausreichender Menge RNA 
vorhanden (5 Proben Dezidua 5.-9. SSW; 4 Proben Dezidua 13.-16. SSW). Zur ersten 
Verifizierung der ausgewählten Gene wurde daher zuerst die semiquantitative RT-PCR 
etabliert (siehe Kap. 2.3.3.3).  
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3.2 Erste Verifizierung der Mikroarray-Daten mittels RT-PCR 
 
Von den elf ausgewählten Markern zeigten in der ersten RT-PCR an den Mikroarray-Proben:  
- vier Marker eine signifikante Regulation in Übereinstimmung mit dem Mikroarray (SLPI, 
SFRP4, ELMO2, Kallistatin; siehe 3.2.1),  
- drei Marker eine nicht eindeutige Regulation (CXCL14, CXCL9, Galectin-3; siehe 3.2.2), 
- drei Marker eine entgegengesetzte Regulation (PappA, IGF2, MBP; siehe 3.2.3) und 
- ein Marker eine zusätzliche Produktbande in einigen Proben (CD160; siehe 3.2.4). 
Im Folgenden sind die Ergebnisse dieser ersten RT-PCRs dargestellt. 
 
 
 
 
 
3.2.1 Gleichsinnig zum Mikroarray regulierte Marker 
 
SLPI 
 
Die im Mikroarray gefundene höhere Expression des „Secretory leukocyte protease 
inhibitors” im ersten Trimester konnte anhand der RT-PCR für die in den Mikroarray 
eingesetzten Proben bestätigt werden. In der statistischen Auswertung mittels Mann-Whitney 
U-Test zeigt sich eine signifikante Regulation (p = 0,0159). 
 
Semiquantitative RT-PCR SLPI
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Abb. 3.2: SLPI semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Es findet sich ein 
signifikanter Expressionsunterschied (Mann-Whitney U-Test: p = 0,0159) zwischen erstem und zweitem 
Trimester.  
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SFRP4 
 
In der RT-PCR konnte das Mikroarray-Ergebnis für das „Secreted frizzled-related protein 4“ 
bestätigt werden. Es findet sich ein signifikanter Expressionsunterschied (U-Test: p = 0,0317) 
zwischen erstem und zweitem Trimester. 
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Abb. 3.3: SFRP4 semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Der U-Test zeigt 
einen signifikanten Unterschied der Genexpression zwischen erstem und zweitem Trimester (p = 0,0317).  
 
 
 
ELMO2 
 
Die semiquantitative RT-PCR an den Mikroarray-Proben bestätigt einen signifikanten 
Expressionsunterschied (U-Test: p = 0,0317) von ELMO2 im Vergleich von erstem zu 
zweitem Trimester. 
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Abb. 3.6: ELMO2 semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Es findet sich 
ein signifikanter Unterschied (U-Test: p = 0,0317) der Genexpression zwischen erstem und zweitem Trimester.  
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KALLISTATIN 
 
Für Kallistatin wurde im Mikroarray eine höhere Expression im zweiten Trimester ermittelt. 
In der semiquantitativen RT-PCR anhand der Array-Proben konnte ein signifikanter 
Unterschied (U-Test: p = 0,0159) in der Genexpression reproduziert werden. Zur 
Amplifikation des Produktes waren allerdings 36 PCR-Zyklen erforderlich, was für eine 
niedrige Expression von Kallistatin spricht. Weiterhin zeigten sich deutliche Primer-Dimere 
in der Gelelektrophorese, weshalb die Effizienz der PCR möglicherweise eingeschränkt ist. 
Um die Expression von Kallistatin unabhängig von den Primern zu betrachten, wurde daher 
für die weitere Untersuchung der Western Blot etabliert. 
 
Semiquantitative RT-PCR Kallistatin
p = 0,0159
Cyt-1A
S26
Kalli
5 6 7 8 9 13 13 15 16
Schwangerschaftswoche 1. Trimester 2. Trimester
0,0
0,5
1,0
1,5
re
la
itv
e
m
RN
A-
Ex
pr
es
sio
n
re
la
itv
e
m
RN
A-
Ex
pr
es
sio
n
 
Abb. 3.7: Kallistatin semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Es fand sich 
eine signifikant stärkere Expression des Gens im zweiten Trimester (U-Test: p = 0,0159), allerdings traten 
deutlich Primer-Dimere in der RT-PCR auf (siehe Pfeil). 
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3.2.2 Nicht eindeutig regulierte Marker 
 
CXCL14 
 
Das Mikroarray-Ergebnis konnte in der semiquantitativen RT-PCR nicht reproduziert werden. 
Es findet sich kein signifikanter Expressionsunterschied (U-Test: p = 0,5556) zwischen 
erstem und zweitem Trimester. 
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Abb. 3.4: CXCL14 semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Der U-Test 
zeigt keinen signifikanten Unterschied der Genexpression  zwischen erstem und zweitem Trimester (p = 0,5556).  
 
 
 
CXCL9 
 
In den Mikroarray-Daten wurde eine stärkere Expression von CXCL9 im zweiten Trimester 
der Schwangerschaft aufgezeigt. Dieses Ergebnis ließ sich in der semiquantitativen RT-PCR 
anhand der gleichen Proben nicht eindeutig reproduzieren (U-Test: p = 0,9048). 
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Abb. 3.5: CXCL9 semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Der Mann-
Whitney-Test zeigt keine eindeutige Genregulation (p = 0,9048). 
Ergebnisse  43 
GALECTIN-3 
 
Galectin-3 wies im Mikroarray eine höhere Expression im zweiten Trimester auf. Diese Gen-
Regulation konnte in der ersten RT-PCR nicht verifiziert werden. Hier fand sich kein 
Expressionsunterschied zwischen erstem und zweitem Trimester (U-Test: p = 0,4127).  
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Abb. 3.8: Galectin-3 semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Der U-Test 
zeigt keinen signifikanten Unterschied (p = 0,4127) in der Genexpression.  
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3.2.3 Gegensinnig zum Mikroarray regulierte Marker 
 
IGF2 
 
Die Mikroarray-Untersuchung ließ eine Hochregulation von IGF2 im zweiten Trimester 
erwarten. In der semiquantitativen RT-PCR zeigte sich ein entgegengesetztes Ergebnis, IGF2 
war im ersten Trimester signifikant stärker exprimiert (U-Test: p = 0,0159).  
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Abb. 3.9: IGF2 semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Im Gegensatz zum 
Mikroarray zeigte sich eine signifikant stärkere Expression im ersten Trimester (U-Test: p = 0,0159).  
 
 
 
PAPP A 
 
Auch für das „Pregnancy-associated plasma protein A” wurde in der RT-PCR eine zum 
Mikroarray entgegengesetzte Regulation gefunden (U-Test: p = 0,1111). 
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Abb. 3.10: PappA semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Die in der RT-
PCR gefundene Expression ist dem Mikroarray entgegengesetzt (U-Test: p = 0,1111). 
 
 
 
Ergebnisse  45 
MBP 
 
Die im Mikroarray gefundene höhere Expression des „Eosinophil granule major basic 
protein“ im zweiten Trimester konnte mittels RT-PCR nicht verifiziert werden. Stattdessen 
zeigte sich eine signifikante (U-Test: p = 0,0317) Hochregulation im ersten Trimester. 
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Abb. 3.11: MBP semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Im Gegensatz 
zum Mikroarray wurde eine signifikant höhere Expression (U-Test: p = 0,0317) im ersten Trimester festgestellt. 
 
 
3.2.4 Nicht eindeutig zu quantifizierende Marker 
 
CD160 
 
Im Mikroarray zeigte sich eine stärkere Expression des Natural Killer Zell-Rezeptors CD160 
im ersten Trimester. In der RT-PCR ließ sich dieses Ergebnis nicht reproduzieren, es konnte 
keine differentielle Regulation  (U-Test: p = 0,2857) des Gens nachgewiesen werden. Da in 
einigen Proben ein zusätzliches Produkt in der RT-PCR amplifiziert wurde, scheint die 
Effizienz der Reaktion unzuverlässig. Auf die weitere Untersuchung wurde daher verzichtet. 
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Abb. 3.12: CD160 semiquantitative RT-PCR an den im Mikroarray verwendeten Proben (n = 9): Der U-Test 
zeigt keinen signifikanten Expressionsunterschied (p = 0,2857). Da in der RT-PCR ein zusätzliches Produkt 
amplifiziert wurde (siehe Pfeil), wurde auf eine weitere Untersuchung von CD160 verzichtet. 
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3.3 Weiterführende Untersuchung der Marker 
 
Die vier Marker, die in der ersten RT-PCR eine zum Mikroarray entgegengesetzte Regulation 
zeigten (PappA, IGF2, MBP) bzw. bei denen die PCR aufgrund der Amplifikation 
zusätzlicher Produkte nicht zuverlässig erschien (CD160), wurden in der weiterführenden 
Untersuchung nicht berücksichtigt. 
 
Die sieben Marker, die in der ersten RT-PCR mit dem Mikroarray-Ergebnis übereinstimmten 
(SLPI, SFRP4, ELMO2, Kallistatin) bzw. nicht eindeutig reguliert erschienen (CXCL14, 
CXCL9, Galectin-3), wurden dagegen als Kandidaten zur eingehenden Untersuchung an einer 
größeren Probenzahl ausgewählt. Es sollte sowohl eine Analyse der mRNA-Ebene erfolgen 
(mittels semiquantitativer RT-PCR, Realtime-PCR oder Northern Blot) als auch eine Analyse 
der Proteinebene. Die Marker, für die Antikörper erhältlich waren, wurden daher mittels 
Western Blot oder Immunhistochemie untersucht. Soweit möglich wurden alle zur Verfügung 
stehen Methoden angewendet, um ein umfassendes Bild der Marker zu gewinnen. Es wurde 
dabei jeweils die Expression im Vergleich von erstem zu zweiten Trimester sowie im Verlauf 
über die ersten 16 Wochen der Schwangerschaft untersucht (siehe Kap. 2.6). 
 
In der statistischen Auswertung zeigte die Analyse erstes gegen zweites Trimester im Fall 
einiger Marker keinen signifikanten Expressionsunterschied, wogegen sich bei Betrachtung 
über den Schwangerschaftsverlauf die signifikante Regulation bestätigte. Um diese scheinbare 
Diskrepanz zu verstehen, muss die Zusammensetzung der Probenbank für den Array bzw. die 
weiterführenden Untersuchungen genauer dargestellt werden: Im Probenpool des Mikroarrays 
wurde für das erste Trimester Dezidua der 5.-9. SSW und für das zweite Trimester Dezidua 
der 13.-16. SSW eingesetzt. Der nicht immer eindeutig zu datierende Übergangsbereich 
zwischen erstem und zweitem Trimester (10.-12. SSW) wurde dabei bewusst ausgeschlossen. 
Die Probenbanken, an denen die weiterführende Untersuchung zur Verifizierung der Array-
Daten erfolgte, umfassten dagegen Proben aller Schwangerschaftswochen (1. Trimester: 5.-
12. SSW, 2. Trimester: 13.-17. SSW). 
Die nachgewiesene Expressionsänderung der Marker erfolgt nicht scharf an der zeitlichen 
Grenze zwischen den Trimestern, stattdessen verändert sich die Aktivität über einen längeren 
Zeitraum kontinuierlich. Diese Veränderung beginnt schon im ersten Trimester, so dass der 
Expressionsunterschied beim einfachen Vergleich erstes gegen zweites Trimester nicht immer 
statistisch signifikant ist.  
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3.3.1 Als reguliert bestätigte Marker 
 
Von den sieben eingehend untersuchten Markern konnte für vier (SLPI, SFRP4, CXCL14, 
CXCL9) eine signifikante Regulation in Übereinstimmung mit dem Mikroarray verifiziert 
werden. 
 
 
SLPI 
 
Semiquantitative RT-PCR 
 
Zur genaueren Untersuchung der Genexpression von SLPI im Verlauf der Gravidität wurde 
eine semiquantitative RT-PCR an einer größeren Probenbank (5.-16. SSW; n = 28) 
vorgenommen. Hier konnte kein signifikanter Expressionsunterschied (t-Test: p = 0,1504) 
zwischen erstem und zweitem Trimester festgestellt werden. Betrachtet man jedoch die 
Genexpression über den Verlauf der einzelnen Schwangerschaftswochen so zeigt sich eine 
signifikante Hochregulation (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,0106) in den frühen Wochen des 
ersten Trimesters gegenüber den späten Wochen. Ab der 9. SSW kommt es bereits zur 
Niederregulation, dabei besteht die niedrigste Expression in der 11.-12. SSW. 
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Abb. 3.13: SLPI semiquantitative RT-PCR an großer Deziduabank (n = 28): Der Kruskal-Wallis-Test zeigt 
einen signifikanten Expressionsunterschied (p = 0,0106). 
 
48  Ergebnisse  
 
Realtime-PCR 
 
Die Expression des Markers SLPI wurde weiterhin quantitativ mit der Realtime-PCR 
untersucht. Die eingesetzte Deziduabank umfasste 26 Proben erstes Trimester (5.-12. SSW) 
sowie 14 Proben zweites Trimester (13.-16. SSW), als Kontrolle diente das Housekeeping-
Gen ALAS. Es konnte ein signifikanter Expressionsunterschied (t-Test: p = 0,0046) zwischen 
erstem und zweiten Schwangerschaftsdrittel gezeigt werden. Bei genauer Betrachtung der 
Genregulation über die einzelnen Wochen fällt ebenfalls eine signifikante Hochregulation 
(ANOVA: p = 0,0016) von SLPI in der 5.-8. SSW auf. Wie in der semiquantitativen RT-PCR 
nimmt die Expression noch im ersten Trimester (ab der 9. SSW) signifikant ab. 
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Abb. 3.14: SLPI Realtime-PCR (n = 40): Die beiden oberen Diagramme zeigen die Amplifizierung von SLPI 
bzw. des Housekeeping-Gens ALAS exemplarisch an Proben der 5. und 16. SSW. Im Gegensatz zu ALAS findet 
sich bei SLPI eine deutliche Expressionsänderung zwischen 5. und 16. SSW. Die Schmelzpunktanalyse, die nur 
einen Gipfel zeigt, belegt, dass nur das erwartete Produkt amplifiziert worden ist, die Negativkontrollen (H2O 
und RNA) sind frei von DNA-Kontamination. Die Elektrophorese dient der Kontrolle auf Nebenprodukte, sie 
erlaubt keine Quantifizierung, da die Realtime-PCR bis in die Sättigungsphase läuft (siehe Abschnitt 2.3.5). 
Sowohl t-Test (p = 0,0046) als auch ANOVA (p = 0,0016) zeigen die signifikante Regulation von SLPI. 
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Western Blot 
 
Um die Expression von SLPI auf der Proteinebene zu untersuchen wurde der Western Blot 
etabliert. Der Antikörper markiert eine Bande der erwarteten Größe von etwa 12 kDa sowie 
eine weitere Bande bei ca. 15 kDa. Beide Banden scheinen spezifisch für SLPI zu sein (siehe 
Kap. 4.3.1.1). Die Auswertung erfolgte daher anhand des Mittelwertes beider Banden.  
Es konnte eine signifikant höhere Expression (t-Test: p = 0,0142) des Proteins im ersten 
Trimester nachgewiesen werden. Proben aus der Übergangsphase zwischen erstem und 
zweitem Trimester (10.-12. SSW) wurden für die Untersuchung nicht berücksichtigt. 
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Abb. 3.15: SLPI Western Blot (n = 17): Es besteht ein signifikanter Expressionsunterschied (t-Test: p = 0,0142) 
zwischen erstem und zweitem Trimester.  
 
 
Um die Herkunft der Bande von 15kDa aufzuklären, wurde ein weiterer Western Blot 
vorgenommen. Hier wurden sowohl Deziduaproben aufgetragen als auch Proben des 
korrespondierenden Uterussekrets, das ebenfalls im Rahmen des Schwangerschaftsabbruchs 
gewonnen worden war (siehe Kap. 2.1). Während in den Deziduaproben beide Banden 
nachweisbar waren, zeigte sich in den Sekretproben zwar eine deutliche Bande bei 12 kDa, 
die zweite Bande von 15kDa kam jedoch nur schwach zur Darstellung (siehe Kap. 4.3.1.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.16: Western Blot SLPI: Zur Deziduaprobe ist eine Probe des 
Uterussekrets aufgetragen worden. Während im Gewebe zwei 
Banden von 12 bzw. 15kDa nachweisbar sind, taucht die 15kDa-
Bande nur in abgeschwächter Form in der Sekretprobe auf. 
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Immunhistochemie 
 
Um den Expressionsort von SLPI in der Dezidua zu lokalisieren, wurde der bereits für den 
Western Blot verwendete Antikörper auch für die Immunhistochemie etabliert. Es fand sich 
eine positive Reaktion vor allem der Drüsenzellen sowie zu einem geringen Teil auch von 
solitären Zellen in der Dezidua, bei denen es sich möglicherweise um Leukozyten handelt. 
Blutgefäße sowie Stroma zeigten keine Expression des Proteins. Wie bereits in RT-PCR und 
Western Blot nachgewiesen bestand eine stärkere Expression von SLPI im ersten Trimester. 
Es handelt sich hierbei allerdings um vorläufige Daten an einer geringen Probenzahl. 
 
 
Abb. 3.17: Immunhistochemischer Nachweis von SLPI in der Dezidua: Neben einer Reaktion mit dem SLPI-
Antikörper wurde jeweils eine Kontrolle mit IgG durchgeführt. Hier zeigt sich keine Farbreaktion, so dass von 
einer spezifischen Bindung des SLPI-Antikörpers ausgegangen werden kann. SLPI wird vor allem von Zellen 
der Drüsen (*) sowie einzelnen Zellen in der Dezidua (Pfeil) exprimiert. Stroma und Blutgefäße (exemplarisch 
mit x markiert) exprimieren kein SLPI. Im ersten Trimester zeigt sich eine stärkere Expression des Proteins. 
Immunhistochemie SLPI 
7. SSW SLPI 
7. SSW Kontrolle 
15. SSW SLPI 
15. SSW Kontrolle 
x 
* 
* 
* 
* 
x 
x 
x 
Ergebnisse  51 
SFRP4 
 
Northern Blot 
 
Um die im Mikroarray gefundene Regulation an einer größeren Probenzahl auf der mRNA-
Ebene zu verifizieren, wurde eine RNA-Sonde für die Reaktion am Northern Blot etabliert. 
Während sich kein signifikanter Expressionsunterschied (t-Test: p = 0,0705) zwischen erstem 
und zweitem Trimester feststellen lässt, zeigt die Analyse über den Verlauf der 
Schwangerschaft eine signifikante Hochregulation (Kruskal-Wallis Test: p = 0,0484) in den 
frühen SSW. Bereits mit der 7.-8. SSW sinkt die Expression, ab der 9. SSW ist SFRP4 nur 
noch gering exprimiert. 
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Abb. 3.18: SFRP4 Northern Blot (n = 29): Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen erstem und 
zweitem Trimester (t-Test: p = 0,0705). Der Kruskal-Wallis-Test zeigt dagegen eine signifikante Hochregulation 
in den frühen Wochen des ersten Trimesters (p = 0,0484). 
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CXCL14 
 
Semiquantitative RT-PCR 
 
Um die Expression von CXCL14 genauer zu analysieren wurde die semiquantitativen RT-
PCR auf eine größere Anzahl von Proben (n = 28) ausgeweitet. CXCL14 scheint im ersten 
Schwangerschaftsdrittel hochreguliert, der Expressionsunterschied zwischen erstem und 
zweitem Trimester ist jedoch nicht signifikant (t-Test: 0,0721).  
Betrachtet man die Gen-Expression dagegen über den Verlauf der Schwangerschaft fällt eine 
signifikant höhere Aktivität (ANOVA: p = 0,0033) des Markers in der 5.-8. SSW auf. Ab der 
9. SSW nimmt die Expression ab und erreicht ihren niedrigsten Wert in der 11.-12. SSW.  
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Abb. 3.19: CXCL14 semiquantitative RT-PCR an großer Deziduabank (n = 28): Die ANOVA zeigt eine 
signifikante Hochregulation (p = 0,0033) in der 5.-8. SSW. Da die Expression ab der 9. SSW bereits abnimmt, 
zeigt der t-Test (p = 0,0721) keinen signifikanten Unterschied zwischen erstem und zweitem Trimester. 
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CXCL9 
 
Semiquantitative RT-PCR 
 
Die RT-PCR an einer größeren Probenzahl bestätigt die Array-Ergebnisse: CXCL9 scheint im 
zweiten Trimester stärker exprimiert. Während kein signifikanter Expressionsunterschied 
zwischen erstem und zweitem Trimester (t-Test: p = 0,1138) belegt werden konnte, zeigt sich 
eine signifikante Hochregulation (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,0455) über den Verlauf der 
SSW, lediglich in der 11.-12. SSW kommt es zu einem Absinken. 
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Abb. 3.20: CXCL9 an großer Deziduabank (n = 28): Im Gegensatz zum Vergleich von erstem und zweitem 
Trimester (t-Test p = 0,1138) zeigt die Analyse über den Verlauf der Schwangerschaft eine signifikante 
Hochregulation (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,0455) von CXCL9 in den späten Wochen. 
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Realtime-PCR 
 
Die mRNA-Expression von CXCL9 wurde weiterhin mit der Realtime-RT-PCR überprüft. 
Hier konnte ein signifikanter Expressionsunterschied (t-Test: p = 0,0130) zwischen beiden 
Trimestern bestätigt werden. Im Verlauf der Schwangerschaft zeigte sich keine signifikante 
Regulation (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,1299). Dennoch besteht auch hier eine tendenziell 
stärkere Expression in den späten SSW. 
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Abb. 3.21: CXCL9 Realtime-PCR (n = 34): Der Amplifizierung von CXCL9 ist die Amplifizierung des 
Housekeeping-Gens ALAS gegenübergestellt. Der solitäre Gipfel in der Schmelzpunktanalyse weist nach, dass 
nur das erwartete Produkt amplifiziert worden ist, die Negativkontrollen zeigen einen Peak bei niedrigerer 
Temperatur, der sich mittels Gel-Elektrophorese als Primer-Dimere identifizieren lässt. Im Vergleich von erstem 
zu zweitem Trimester zeigt sich ein signifikanter Expressionsunterschied (t-Test: p = 0,0130), betrachtet man 
den Verlauf der Schwangerschaft findet sich keine signifikante Regulation (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,1299).  
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3.3.2 Nicht regulierte Marker 
 
Für die nachfolgend dargestellten Marker konnte in der weiterführenden Untersuchung keine 
Regulation nachgewiesen werden. 
 
 
ELMO2 
 
Semiquantitative RT-PCR 
 
In der RT-PCR über eine größere Anzahl von Proben (n = 23) konnte kein signifikanter 
Unterschied der Genexpression im Vergleich von erstem zu zweitem Trimester (t-Test: p = 
0,3153) bzw. im Verlauf der Schwangerschaft (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,1445) 
nachgewiesen werden.  
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Abb. 3.22: ELMO2 semiquantitative RT-PCR (n = 23): Es besteht kein signifikanter Expressionsunterschied 
zwischen erstem und zweitem Trimester (t-Test: p = 0,3153) bzw. im Verlauf der Schwangerschaft (Kruskal-
Wallis-Test: p = 0,1445). 
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Northern Blot 
 
Zur Analyse der Expression von ELMO2 auf mRNA-Ebene wurde außerdem der Northern 
Blot etabliert. Der Übergangszeitraum zwischen erstem und zweitem Trimester (10.-12. SSW) 
wurde für die Untersuchung nicht berücksichtigt, dennoch konnte keine differentielle 
Expression von ELMO2 nachgewiesen werden (t-Test: p = 0,1412). 
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Abb. 3.23: ELMO2 Northern Blot (n = 33): Es besteht kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen 
erstem und zweitem Trimester (t-Test: p = 0,1412). 
 
 
Western Blot 
 
Zur Betrachtung der Proteinebene wurde der Western Blot mit einem Antikörper gegen 
ELMO2 etabliert, der eine Bande von 80 kDa markierte. Auch hier konnte keine Regulation 
(t-Test: p = 0,4404) gezeigt werden, obwohl keine Proben aus der Übergangsphase für die 
Untersuchung verwendet wurden. 
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Abb. 3.24: ELMO2 Western Blot (n = 27): Kein signifikanter Unterschied zwischen erstem und zweitem 
Trimester (t-Test: p = 0,4404). 
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GALECTIN-3 
 
Semiquantitative RT-PCR 
 
Die semiquantitative RT-PCR über eine größere Anzahl von Proben erbrachte keinen 
signifikanten Expressionsunterschied der Galectin-3-mRNA im Vergleich erstes zu zweitem 
Trimester (t-Test: p = 0,1480) bzw. im Verlauf der SSW (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,2157).  
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Abb. 3.26: Galectin-3 semiquantitative RT-PCR an großer Deziduabank (n = 28): Es besteht kein signifikanter 
Unterschied der Genexpression im Vergleich erstes zu zweitem Trimester (t-Test: p = 0,1480) bzw. im Verlauf 
der Schwangerschaftswochen (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,2157). 
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Realtime-PCR 
 
Auch in der Realtime-PCR konnte keine differentielle Genexpression von Galectin-3 
nachgewiesen werden. 
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Abb. 3.27: Realtime RT-PCR Galectin-3: Es konnte keine signifikante Regulation (t-Test: p = 0,3321; ANOVA: 
p = 0,8725) nachgewiesen werden. Auf die detaillierte graphische Darstellung der Versuchsergebnisse wurde 
verzichtet.  
 
 
KALLISTATIN 
 
Western Blot 
 
In der Immunreaktion zeigten sich zwei Banden, eine bei ca. 50 kDa, die andere bei ca. 58 
kDa. Die Stärke beider Banden wurde densitometrisch ermittelt und jeweils mit dem Signal 
des Housekeeping-Proteins β-Actin verrechnet. Der Mittelwert ging in die statistische 
Auswertung ein. Es konnte keine differentielle Protein-Expression (t-Test: p = 0,5205) 
zwischen erstem und zweitem Trimester festgestellt werden. Proben aus dem 
Übergangszeitraum (10.-12. SSW) wurden für die Untersuchung nicht berücksichtigt. 
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Abb. 3.25: Kallistatin Western Blot (n = 29): Keine differentielle Regulation (t-Test: p = 0,5205). 
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3.4 Übersicht über die Expressionsdaten im Mikroarray 
 
In der nachstehenden Tabelle sind die mittels Mikroarray ermittelten Expressionsdaten dem 
Ergebnis der Verifizierung der Expression gegenübergestellt. 
 
Gen 
Cy3 
absolut 
Cy5 
absolut 
Verhältnis 
Cy3/Cy5 
Verhältnis 
Cy5/Cy3 
Ergebnis der 
Verifizierung 
CD160 94,0 33,4 7,8114  nicht bestätigt 
SLPI 1360,2 553,1 6,8216  bestätigt 
CXCL14 3029,8 1590,4 5,2845  bestätigt 
ELMO2 90,1 58,5 4,2736  nicht bestätigt 
SFRP4 238,0 179,0 3,6889  bestätigt 
      
Galectin-3 652,0 5930,1 0,3050 3,2788 nicht bestätigt 
CXCL9 21,4 216,3 0,2744 3,6463 bestätigt 
Kallistatin 17,3 190,3 0,2525 3,9614 nicht bestätigt 
PappA 71,5 2059,7 0,0963 10,3858 nicht bestätigt 
MBP 521,9 65507,0 0,0221 45,2512 nicht bestätigt 
IGF2  53,4 7970,9 0,0186 53,7924 nicht bestätigt 
Tab. 3.2: Mikroarray-Daten: Dargestellt ist die absolute Expression für das erste Trimester (Cy3) bzw. für das 
zweite Trimester (Cy5). Das Expressionsverhältnis errechnet sich aus den gegen die Housekeeping-Gene 
korrigierten relativen Expressionswerten (nicht dargestellt). Zur besseren Anschaulichkeit des Regulations-
faktors ist für die im zweiten Trimester stärker exprimierten Gene auch das Verhältnis Cy5/Cy3 angegeben. 
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4. Diskussion 
 
 
4.1 Ziele der vorliegenden Arbeit 
 
Die Invasion des extravillösen Trophoblasten (EVT) in das dezidualisierte Endometrium im 
Rahmen der Plazentaentwicklung ist ein kritischer Prozess für das Zustandekommen der 
Schwangerschaft. Ein genau ausbalanciertes Gleichgewicht zwischen der Invasion und ihrer 
Begrenzung ist nötig, um das erfolgreiche Gelingen der Schwangerschaft sicherzustellen. Die 
Invasivität des EVT ist im ersten Trimester am stärksten ausgeprägt. Mit dem zweiten 
Trimester nimmt die invasive Kapazität ab, stattdessen findet ein Übergang der Zellen in ein 
Ruhestadium oder eine Fusion zu polyploiden Riesenzellen statt [Benirschke & Kaufmann, 
2006]. Bei dieser Verhaltensänderung scheint es sich um einen genau regulierten Prozess zu 
handeln. Es ist allerdings nicht geklärt, ob es sich dabei um ein intrinsisches genetisches 
Programm der Trophoblastzellen handelt oder ob die Dezidua diesen Prozess parakrin 
beeinflusst.  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Rolle der Dezidua bei der Regulation der Invasivität 
des EVT zu untersuchen. Da das invasive Wachstum des Trophoblasten dem Eindringen 
metastasierender Tumorzellen in das sie umgebende Gewebe in mancher Beziehung ähnelt 
[Soundararajan & Rao, 2004] soll besonderes Augenmerk auf die Expression von Genen 
gerichtet werden, deren fördernde bzw. -hemmende Wirkung auf die Invasion von malignen 
Tumorzellen bekannt ist. 
Die vorliegende Arbeit baut dabei auf einem Mikroarray auf (durchgeführt von Ulrike von 
Rango, 2004) mit dem die Genexpression der Dezidua im Vergleich vom ersten zum zweiten 
Trimester untersucht worden ist. Von 9850 analysierten Genen zeigten 753 eine 
Expressionsänderung um mindestens das 3fache. Aus dieser großen Gruppe differentiell 
exprimierter Gene wurden elf Kandidaten ausgewählt, die geeignet erscheinen, in 
ursächlichem Zusammenhang mit der beobachteten Änderung der Invasivität des EVT zu 
stehen. Die Auswahl der Gene orientierte sich an der Hypothese, dass das Wachstum des EVT 
ähnliche Mechanismen verwendet wie das Tumorwachstum: fünf als tumorfördernd 
beschriebene Gene, die eine Hochregulation im ersten Trimester zeigten und sechs als 
tumorinhibierend bekannte Gene mit stärkerer Expression im zweiten Trimester sollen mit 
molekularbiologischen und proteinbiochemischen Methoden in ihrer Regulation verifiziert 
werden. 
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4.2 Diskussion der Mikroarray-Methodik 
 
Im Folgenden soll ein kurzer Überblick über das grundlegende Prinzip der Mikroarray-
Technik und die Einschränkungen, die eine Verifizierung der Daten mit alternativen 
Methoden nötig machen, gegeben werden.  
 
4.2.1 Anwendung der Methode am Endometrium 
 
Das Endometrium ist ein in einzigartiger Weise dynamisches Gewebe, das nicht nur während 
des Zyklus, sondern auch in der Schwangerschaft morphologischen und funktionellen 
Änderungen unterworfen ist. Da diese Änderungen letztendlich auf Veränderungen in der 
Genaktivität beruhen, bieten sich Mikroarrays an, um ein besseres Verständnis der 
endometrialen Funktion zu erhalten. Das globale Genexpressionsmuster kann direkt mit den 
histologischen und biologischen Eigenschaften korreliert werden. In zahlreichen Studien hat 
sich die Anwendung von Mikroarrays am Endometrium daher bereits bewährt (Review in 
[White & Salamonsen, 2005]). Ein besonderer Vorteil der Methode besteht darin, dass die 
differentielle Genexpression zweier Proben bestimmt werden kann. Man erhält nicht nur eine 
Momentaufnahme der aktuellen Genaktivität, sondern kann verschiedene physiologische 
Zustände untereinander oder mit pathologischen Prozessen vergleichen. Gene mit wichtiger 
regulatorischer Funktion, Signaltransduktionswege oder aber potentielle Marker von 
Erkrankungen können so identifiziert werden. Es ergeben sich möglicherweise neue Ziele für 
die Diagnostik und Therapie endometrialer Erkrankungen.  
 
Die Anwendung der Mikroarray-Technologie zum Vergleich der Genexpression in der 
Dezidua vom ersten zum zweiten Trimester stellt somit einen sinnvollen Ansatz dar, um 
weitere Einblicke in die Funktion der Dezidua in der Frühschwangerschaft zu erlangen. 
 
4.2.2 Prinzip von Mikroarray-Systemen 
 
Die Mikroarray-Technik wurde vor ca. 15 Jahren entwickelt und verspricht ein großes 
Potential. Bis zu diesem Zeitpunkt war die Untersuchung der Gen-Expression auf mRNA-
Ebene sowohl in der Breite als auch in der Effizienz eingeschränkt, Methoden wie RT-PCR 
oder Northern Blot erlauben nur die Untersuchung eines einzelnen oder weniger Gene zur 
gleichen Zeit. Die Mikroarray-Technologie ermöglicht hingegen die simultane Untersuchung 
mehrerer tausend Gene, so dass das globale Muster der aktiven Gentranskripte eines Gewebes 
aufgedeckt werden kann. Wie viele andere in der Molekularbiologie verwendete Techniken 
beruht auch die Mikroarray-Methodik auf der Bindung komplementärer Nukleinsäuren: Auf 
einem Träger sind rasterartig DNA-Fragmente fixiert, deren Sequenz spezifisch für die zu 
analysierenden Gene ist. Die Nukleinsäuren in der Probe werden markiert und auf den 
Mikroarray-Träger hybridisiert. Die gebundenen Nukleinsäuren können nun aufgrund ihrer 
Markierung nachgewiesen und quantifiziert werden [Schena et al., 1995]. 
Zunächst wurden Nylonmembranen als Träger für die DNA-Fragmente verwendet. Die zu 
untersuchenden Nukleinsäuren wurden dabei radioaktiv markiert. Nylonmembranen lassen 
sich allerdings nur mit einer einzelnen Probe hybridisieren, zum Vergleich verschiedener 
Proben müssen serielle Untersuchungen durchgeführt werden [White & Salamonsen, 2005].  
Mikroarrays auf beschichteten Glasobjektträgern stellen eine neuere Entwicklung dar. Im 
Vergleich zu den porösen Nylonmembranen bieten sie einige Vorteile: Diffusionsprozesse 
spielen nur eine untergeordnete Rolle, sowohl Hybridisierung als auch Waschschritte laufen 
somit schneller ab [Livshits & Mirzabekov, 1996]. Weiterhin ermöglicht das feste 
Trägermaterial eine höhere Dichte der gespotteten DNA-Fragmente: dies erlaubt die 
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Konstruktion kleinerer Mikroarray-Kammern, reduziert die für die Hybridisierung 
erforderliche cDNA-Menge und erleichtert die Handhabung [Cheung et al., 1999]. Anstelle 
der radioaktiven Detektion kommt eine Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen zum Einsatz:  
Unter Verwendung fluoreszenzmarkierter Nukleotide wird von der zu analysierenden Ziel-
RNA cDNA synthetisiert. Die Vorzüge sind neben der fehlenden Strahlenbelastung eine 
gleichmäßigere Probenmarkierung und eine verminderte Hintergrundfärbung, was die 
Auswertung der Bilddaten verbessert. Darüber hinaus bietet die Fluoreszenzmarkierung die 
Möglichkeit die differentielle Genexpression zweier Proben parallel in einer einzelnen 
Untersuchung zu ermitteln: Die Proben werden dazu mit unterschiedlichen Fluorochromen 
markiert und gemeinsam auf einem Chip hybridisiert. Aus der Differenz der 
Fluoreszenzsignale kann nun die relative Expression der Gene bestimmt werden [Duggan et 
al., 1999].  
 
4.2.3 Grenzen der Methode 
 
Bei der Planung, Durchführung und Auswertung von Mikroarray-Experimenten sind einige 
Eigenschaften zu beachten, deren Kenntnis für eine sinnvolle Anwendung der Methode 
unabdingbar ist. 
 
1. Bereits bei der Herstellung der Mikroarrays können Fehlerquellen entstehen: Die auf dem 
Träger immobilisierten DNAs sind mitunter in der Richtigkeit ihrer Sequenz 
beeinträchtigt. Dies trifft vor allem für cDNA-Chips zu, bei denen die Sonden in 
Bakterien kloniert werden. Trotz sorgfältiger Kontrollen kann es hier zu bakteriellen 
Kontaminationen kommen, so dass die Klone die falsche Sequenz enthalten [Knight, 
2001]. Wir haben daher für diese Arbeit einen Oligonukleotid-Mikroarray verwendet. 
Diese Arrays sind unabhängig von bakterieller Kontamination, da die Sequenzen direkt 
auf den Träger synthetisiert werden, allerdings um ein Vielfaches teurer als cDNA-Chips. 
2. Die Länge der Oligonukleotide beträgt nur 25-100 Basen, im Vergleich zu den cDNA-
Mikroarrays steigt damit die Wahrscheinlichkeit von Fehlhybridisierungen. Um dennoch 
an zuverlässige Resultate zu gelangen, werden für jedes Gen 11-20 spezifische „Perfect 
Match“-Oligonukleotide verwendet [Lipshutz et al., 1999]. Ein mögliches Problem der 
kurzen Sondensequenzen ist eine etwas geringere Spezifität der Oligonukleotid-Arrays. 
Zwischen Genen, die einen hohen Grad an übereinstimmender Sequenz tragen (z.B. 
verschiedene Isoformen eines Gens), kann mittels Mikroarray-Analyse nicht sicher 
unterschieden werden. Darüber hinaus ist die Lokalisation der Sonde in der Gensequenz 
von Bedeutung: Liegen die Sonden vor allem am 3´-Ende des Gens, so können Splice-
Varianten in der 5´-Region nicht erkannt werden [Kothapalli et al., 2002]. 
3. Die große Menge der benötigten RNA stellt eine weitere Einschränkung dar [Duggan et 
al., 1999]. In den für diese Arbeit verwendeten Mikroarray wurden 100µg Gesamt-RNA 
eingesetzt. Bei diesem hohen Bedarf ist es sinnvoll, die RNA verschiedener Proben zu 
poolen. Dies bietet außerdem den Vorteil, dass interindividuelle Schwankungen in der 
Genexpression, die in keinem Bezug zur untersuchten Hypothese stehen, ausgeglichen 
werden. Die biologische Varianz wird reduziert, ohne einen gleichzeitigen Verlust an 
Präzision oder Effektivität [Kendziorski et al., 2003; Peng et al., 2003]. Die Nutzung 
gepoolter RNA birgt allerdings das Risiko, dass nicht exakte einzelne Zustände eines 
Gewebes verglichen werden und das Ergebnis nicht mehr absolut repräsentativ für die zu 
untersuchende Fragestellung ist [Sasik et al., 2004]. Um dieses Risiko zu minimieren, 
wurden alle verwendeten Proben sorgfältig ausgewählt, histologisch aufgearbeitet und 
datiert (siehe Kap. 2.1). Außerdem wurden nur Proben aus einem engen Zeitraum des 1. 
bzw. 2. Trimesters gepoolt. Der Übergangszeitraum zwischen den Trimestern wurde 
ausgespart.  
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4. Da sich die Dezidua aus verschiedenen Zellpopulationen mit unterschiedlichen 
Eigenschaften zusammensetzt (Deziduazellen, Fibroblasten, Leukozyten, Epithel- und 
Endothelzellen), könnte der Mikroarray auch durch die unterschiedliche Präsenz der 
einzelnen Zelltypen beeinflusst werden [Kashiwagi et al., 2007]. Die exprimierenden 
Zellarten in den Deziduaproben wurden daher soweit möglich mittels Immunhistochemie 
charakterisiert. 
5. Die Reproduzierbarkeit des Mikroarray-Resultats hängt weiterhin von der Qualität der 
eingesetzten RNA ab. Die Kontamination mit residualem Chloroform, Phenol oder 
Ethanol aus der RNA-Aufreinigung kann die Effizienz der Fluoreszenzmarkierung mittels 
Reverser Transkription stören. Ferner kann die Verunreinigung mit Proteinen, Lipiden 
oder Kohlenhydraten unspezifische Bindungen der cDNA an die Glasoberfläche des 
Genchips verursachen [Duggan et al., 1999]. Die RNA-Isolierung erfolgte daher 
besonders sorgfältig, zur Kontrolle der Reinheit wurden außerdem eine Messung der 
optischen Dichte und eine RNA-Gelelektrophorese vorgenommen. 
6. In einem Mikroarray gelten die gleichen Hybridisierungsbedingungen für alle 
untersuchten Gene. Diese Bedingungen können aufgrund unterschiedlicher Affinität der 
Sonden zu den Gentranskripten nicht für jeden Marker optimal sein [Ponnampalam et al., 
2004]. Im Falle des von uns verwendeten Chips wird dieses Problem durch die Wahl der 
Oligonukleotide minimiert. Bei dem Vergleich der Expression desselben Gens in zwei 
verschiedenen Gewebeproben spielt diese Eigenschaft außerdem eine untergeordnete 
Rolle. 
7. Schließlich ergibt die Mikroarray-Auswertung per Bildgewinnung eine große und 
komplexe Datenmenge, die zum Ausgleich systemischer Varianz (z.B. durch 
Unterschiede in der Effizienz der Farbmarkierung oder in der Qualität der gespotteten 
Sonden) normalisiert werden muss. Da bei verschiedenen Mikroarray-Plattformen 
abweichende Technologien sowie unterschiedliche Methoden der Quantifizierung, 
Normalisierung und statistischen Auswertung zum Einsatz kommen, ist der Vergleich von 
Mikroarray-Daten nur eingeschränkt möglich [Wang et al., 2006]. Allgemeine Richtlinien 
zur Auswertung könnten die Vergleichbarkeit von Mikroarray-Experimenten erleichtern. 
 
4.2.4 Notwendigkeit der Überprüfung von Mikroarray-Ergebnissen 
 
Aus den aufgezeigten Grenzen der Methode ergibt sich, dass Mikroarray-Ergebnisse 
vorsichtig und kritisch interpretiert werden sollten. Sie sind nicht ausreichend zuverlässig, um 
alleine die zugrunde liegende Fragestellung zu beantworten [Knight, 2001; Rockett & 
Hellmann, 2004]. Eine zusätzliche Verifizierung mit weiteren Methoden ist daher absolut 
unerlässlich [Ponnampalam et al., 2004; Wang et al., 2006].  
Der erste Schritt nach einem Mikroarray besteht demnach darin aus der großen Datenmenge 
Kandidaten für die Validierung auszuwählen. Zum einen sollten die Marker mit der zu 
untersuchenden Fragestellung in Zusammenhang stehen, zum anderen sollten sie eine 
möglichst hohe Wahrscheinlichkeit für eine erfolgreiche Verifizierung aufweisen. Günstig 
sind Gene mit einem ausreichend großen Regulationsfaktor (Cy3/Cy5-Quotient > 3-4) und 
einer hohen absoluten Expression (Hybridisierungssignal im Array > 30) [Rajeevan et al., 
2001].  
Zur Überprüfung der mRNA-Expression bieten sich etablierte Techniken wie Northern Blot, 
semiquantitative RT-PCR sowie Realtime RT-PCR an. Im Vergleich zur Genchip-
Untersuchung ist der Northern Blot in der Sensitivität überlegen, er ermöglicht die 
quantitative Messung der Gentranskripte und liefert darüber hinaus auch Informationen über 
die Größe des Transkripts [Taniguchi et al., 2001]. Dem gegenüber stehen ein hoher Zeit- und 
Arbeitsaufwand und ein mit über 5µg pro Probe großer RNA-Bedarf. Die RT-PCR ist 
ebenfalls sensitiver als die Mikroarray-Technik. Sie ermöglicht eine Einsparung an RNA, pro 
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Versuch werden nur 20-40ng der Nukleinsäure benötigt. Ein Nachteil ist allerdings die nur 
semiquantitative Auswertung, die auf der Endpunktanalyse der PCR beruht [Rajeevan et al., 
2001]. Die Realtime-PCR ist Northern Blot und RT-PCR aufgrund ihrer besonders hohen 
Sensitivität und Spezifität, ihrem großen dynamischen Bereich und der sehr gut 
reproduzierbaren Quantifizierung überlegen. Aktuell stellt sie die schnellste und präziseste 
Methode zur Bestimmung der Genexpression dar [Wang et al., 2006]. Selbst geringe 
Änderungen in der Zahl der aktiven Gentranskripte lassen sich zuverlässig nachweisen, 
gleichzeitig müssen pro Reaktion nicht mehr als 10ng Nukleinsäure eingesetzt werden.  
Während die mRNA den gegenwärtigen funktionellen Zustand der Zelle widerspiegelt, sind 
es schlussendlich die Proteine, die für die Umsetzung der genomischen Information in einen 
biologischen Effekt verantwortlich sind. Auf eine Änderung in der Genexpression erfolgt 
allerdings nicht zwingend die Synthese des entsprechenden Proteins, da diese noch durch 
posttranskriptionelle bzw. posttranslationelle Mechanismen kontrolliert wird. Um die 
biologische Relevanz von Änderungen in der mRNA-Aktivität zu analysieren, muss 
demzufolge auch die Proteinebene betrachtet werden. Hierzu bietet sich die Quantifizierung 
mittels Western Blot an. Weiterhin ist auch die Immunhistochemie sinnvoll, um das zelluläre 
Verteilungsmuster der Proteine im Gewebe zu charakterisieren. 
Schwierigkeiten in der Verifizierung können sich bei niedrig exprimierten Genen (absolutes 
Hybridisierungssignal < 30) ergeben: Da interindividuelle Schwankungen hier einen großen 
Einfluss haben, kann durch Extremwerte einzelner Proben eine Regulation vorgetäuscht 
werden [Rajeevan et al., 2001]. Weiterhin ist Vorsicht geboten bei extremen 
Expressionswerten, die auch auf Artefakten bei der Bildauswertung beruhen könnten.  
Trotz der Grenzen der Methode und der notwendigen Verifizierung haben sich Mikroarrays 
bewährt. Ihre Daten dürfen allerdings nicht als Endpunkt der Untersuchung aufgefasst 
werden, vielmehr sollten sie als Screening-Methode auf potentiell regulierte Gene und damit 
als Startpunkt für eine vertiefende Nachforschung verstanden werden. 
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4.3 Diskussion der Ergebnisse 
 
Im Folgenden sollen die Versuchsergebnisse zur Verifizierung der Array-Daten sowie die 
funktionellen Aspekte der untersuchten Gene diskutiert werden.  
 
4.3.1 Als reguliert bestätigte Marker 
 
Vier der sieben eingehend untersuchten Kandidaten zeigten eine signifikante Hochregulation 
(CXCL9) oder Niederregulation (SLPI, SFRP4, CXCL14) in der Dezidua von erstem zu 
zweitem Trimester. Dieses Expressionsmuster korreliert zeitlich mit einer verminderten 
Invasivität des extravillösen Trophoblasten, was eine Beteiligung dieser Gene bzw. der 
entsprechenden Proteine an der Regulation der Trophoblastinvasion vermuten lässt. Neben 
allgemeinen funktionellen Aspekten soll daher besonders der mögliche Zusammenhang dieser 
Marker mit invasiven Prozessen dargestellt werden.  
 
 
4.3.1.1 SLPI (Secretory leukocyte protease inhibitor) 
 
Die im Array gefundene stärkere Expression von SLPI im ersten Trimester konnte auf der 
mRNA-Ebene verifiziert werden (siehe Kap. 3.3.1). Hier fiel eine besonders starke 
Expression in der 5.-8. SSW auf. Eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression war 
bereits ab der 9. SSW zu beobachten. Der biologische Effekt von SLPI in der Dezidua scheint 
vor allem in den frühen Schwangerschaftswochen von Bedeutung zu sein, wenn die 
Invasivität des EVT am stärksten ausgeprägt ist. 
Mittels Western Blot konnte die Regulation von SLPI auch auf der Proteinebene bestätigt 
werden. Auffallend war hier eine zusätzliche Bande von ca. 15 kDa neben der erwarteten 
Bande von 12 kDa, die sich in den Deziduaproben, nicht aber in Proben des zugehörigen 
Uterussekrets zeigte (siehe Kap. 3.3.1). Dies spricht dafür, dass es sich bei der größeren 
Bande um eine Proform von SLPI handeln könnte, die noch das Signalpeptid von 25 
Aminosäuren trägt und ein Molekulargewicht von 14,3 kDa aufweist [UniProtKB, 2008]. 
Während dieser Precursor in den Zellen vorhanden ist, findet sich im Uterussekret nur die 
reife Form des sezernierten Proteins. Das Auftreten einer vergleichbaren Bande im Western 
Blot wurde bereits an menschlichem Endometrium [Velarde et al., 2005] aber auch am 
Endometrium des Schweins beschrieben. Hier konnte außerdem gezeigt werden, dass diese 
Bande spezifisch für SLPI ist [Badinga et al., 1999]. 
Um das Expressionsmuster der Proteins SLPI im Gewebe zu beurteilen, wurde der Antikörper 
auch für die Immunhistochemie verwendet. Hier konnte ebenfalls eine stärkere Expression im 
ersten Trimester aufgezeigt werden: Das Protein SLPI findet sich dabei vor allem im apikalen 
Bereich der dezidualen Drüsenzellen sowie in den Lumina der Drüsen. Weiterhin werden 
auch einzelne Zellen in der Dezidua (möglicherweise Leukozyten) für SLPI positiv gefärbt. 
Hierbei handelt es sich allerdings um erste Daten an einer geringen Zahl von 
Gewebeschnitten. 
 
Funktionelle Aspekte SLPI: 
 
Bei SLPI handelt es sich um einen kationischen, nicht-glykosylierten Protease-Inhibitor mit 
einer Kette von 107 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 11,7 kDa [Thompson & 
Ohlsson, 1986]. Die c-terminale Domäne des Proteins ist dabei für die Inhibition von 
Serinproteasen verantwortlich, unter anderem werden die Elastase neutrophiler 
Granulozyten, Chymotrypsin, Trypsin, Mastzellchymase sowie Cathepsin G gehemmt. Die 
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Hauptfunktion scheint die Inaktivierung der Elastase zu sein, für die das Protein eine 
besonders hohe Affinität und günstige Bindungskinetik aufweist [Boudier & Bieth, 1992]. 
SLPI wird an Schleimhautoberflächen und in mukosalen Sekreten gefunden, z.B. im Speichel, 
im Bronchialsekret, aber auch in Amnionflüssigkeit und im Zervixschleim [Franken et al., 
1989; Denison et al., 1999]. Syntheseort sind vor allem Epithel- und Drüsenzellen [Abe et al., 
1991], sowie neutrophile Granulozyten [Bohm et al., 1992] und Makrophagen [Jin et al., 
1997]. Da die systemische Konzentration nur gering ist, vermutete man für SLPI zunächst 
eine wichtige Rolle als lokaler Schutzfaktor des Gewebes vor Proteolyse [Ohlsson et al., 
1995]. SLPI besitzt darüber hinaus weitere Funktionen zum Schutz des Organismus, so dass 
das Protein als Teil der unspezifischen Immunabwehr verstanden werden kann [Williams et 
al., 2006]. Die Antileukoprotease zeigt anti-mikrobielle Aktivität: SLPI tötet Gram-negative 
wie Gram-positive Bakterien ab [Hiemstra et al., 1996], ebenso konnten fungizide Effekte 
nachgewiesen werden [Tomee et al., 1997]. SLPI inihibiert außerdem die Aufnahme von HIV 
in Makrophagen [McNeely et al., 1995; McNeely et al., 1997], vermutlich indem es an 
Annexin II, ein Protein der Makrophagenmembran, bindet und so die Interaktion von 
Phosphatidylserin auf der Virusoberfläche mit diesem Rezeptor blockiert [Ma et al., 2004].  
Auch als anti-inflammatorischer Faktor hat der Leukoproteaseinhibitor wichtige 
Bedeutung: SLPI wird von Mediatoren wie TNFα oder bakteriellen Lipopolysacchariden 
(LPS) induziert und begrenzt die Reaktion auf diese Entzündungsreize: Zum Einen hemmt 
SLPI den pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktor NFκB, der zur Aktivierung von 
Makrophagen führt [Jin et al., 1997], vermutlich indem es den NFκB-Inhibitor IκBβ vor 
Proteolyse schützt [Lentsch et al., 1999; Mulligan et al., 2000], zum Anderen bindet SLPI 
direkt an die LPS und inaktiviert diese [Ding et al., 1999]. Schließlich hemmt SLPI sowohl 
die Freisetzung als auch die Aktivierung des Wachstumsfaktors TGFβ [Ashcroft et al., 2000], 
der chemotaktisch auf inflammatorische Zellen wirkt [Wahl et al., 1987]. 
Darüber hinaus kontrolliert der Leukoproteaseinhibitor die Aktivität von Matrixmetallo-
proteinasen (MMPs), die bei entzündlichen Prozessen von Monozyten produziert werden 
und zur Zerstörung der extrazellulären Matrix führen. SLPI verhindert die Aktivierung 
inaktiver MMPs durch Elastase [Song et al., 1999], außerdem hemmt es in einen 
Signaltransduktionsweg, der über die Freisetzung von Prostaglandin E2 (PG E2) zur Induktion 
der MMP-1, MMP-7 und MMP-9 führt [Zhang et al., 1997].  
 
In der Tumorentwicklung und Metastasierung spielen Umbauvorgänge des Gewebes und die 
Freisetzung chemotaktischer Mediatoren eine wichtige Rolle. Da beide Vorgänge durch 
Proteasen gefördert werden, wertete man Serinprotease-Inhibitoren eher als tumor-hemmend 
[Liotta & Kohn, 2001]. In vielen epithelialen Malignomen wurden jedoch eine erhöhte 
Expression von SLPI beobachtet, unter anderem in Bronchial-, Kolon- und verschiedenen 
Plattenepithelkarzinomen [Garver et al., 1994; Ameshima et al., 2000; Westin et al., 2002], 
darüber hinaus fanden sich speziell in gynäkologischen Karzinomen (Mamma, Ovar, Zervix 
und Endometrium) hohe SLPI-Expressionswerte [Robertson et al., 1998; Shigemasa et al., 
2001; Devoogdt et al., 2004]. Die Aktivität des Gens in Tumoren korreliert dabei mit einer 
ungünstigen Prognose und lässt eine malignitätserhöhende Wirkung vermuten. Tatsächlich 
konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen der Überexpression von SLPI und der 
Malignität von Tumoren nachgewiesen werden [Devoogdt et al., 2003]. Dafür sind 
verschiedene Wirkmechanismen denkbar:  
(1) SLPI wirkt durch Regulation wachstumsassoziierter Gene proliferationsfördernd auf 
epitheliale Zellen. Dabei wird Cyclin D1, verantwortlich für eine Progression des Zellzyklus, 
stärker exprimiert, die Wachstumsinhibitoren IGFBP3 (Insulin-like growth factor binding 
protein-3) und TGFβ sowie der Tumorsuppressor LOX (Lysyl-Oxidase) hingegen schwächer 
exprimiert [Zhang et al., 2002].  
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(2) SLPI hemmt darüber hinaus die proteolytische Freisetzung des Angiogenese-Inhibitors 
Endostatin [Devoogdt et al., 2003], der seinerseits hemmend auf das Tumorwachstum wirkt 
[O'Reilly et al., 1997; Wen et al., 1999]. 
(3) SLPI schützt den tumorfördernden Wachstumsfaktor Progranulin (Pgrn) vor der 
Degradation durch Proteasen und erhöht damit dessen Aktivität [He & Bateman, 2003]. 
Progranulin kann durch die Induktion der Zellzyklus Proteine Cyclin D1 und Cyclin B 
agonistisch zu SLPI wirken [Lu & Serrero, 2001]. Außerdem aktiviert Progranulin drei 
invasionsfördernde Signalkaskaden: MAPK (Mitogen activated protein kinase), PI3K 
(Phosphatidylinositol 3´-kinase) und FAK (Focal adhesion kinase) [He et al., 2002]. MAPK 
bzw. PI3K ermöglichen es Zellen ihre Umgebung zu verlassen: Normalerweise wird bei 
Kontaktverlust zur extrazellulären Matrix eine besondere Form des Zelltods, die sogenannte 
Anoikis, eingeleitet. MAPK und PI3K schützen Zellen vor dieser Form der Apoptose und 
schaffen somit die Grundlage für Invasivität und Metastasierung, da die Zellen nun auch in 
fremder Umgebung proliferieren können [He et al., 2002]. FAK steigert zusätzlich die 
Zellmotilität und trägt damit ebenfalls zur Invasivität von Tumoren bei [Sieg et al., 2000]. Die 
Bedeutung von Progranulin für Tumorentwicklung, -invasivität und -überleben konnte durch 
gezielte Inaktivierung des Proteins gezeigt werden [Liu et al., 2007].  
Vermutlich ist das Zusammenspiel aller dargestellten Wirkmechanismen für die 
tumorfördernde Wirkung von SLPI verantwortlich. Auch eine Beteiligung weiterer Faktoren 
ist wahrscheinlich. 
 
Im reproduktionsbiologischen Zusammenhang wurde SLPI im Zervixschleim [Casslen et al., 
1981] und in Amnionflüssigkeit [Helmig et al., 1995] nachgewiesen. Hier wurde für SLPI 
eine Bedeutung in der Abwehr aszendierender Infektionen [Moriyama et al., 1999] sowie zum 
Schutz der Amnionmembran vor Ruptur [Zhang et al., 2001] postuliert. Darüber hinaus wurde 
SLPI auch im Endometrium von Pferden, Kühen [Badinga et al., 1994] und Schweinen [Reed 
et al., 1996] gefunden. Da zunächst kein Nachweis in menschlichem Endometrium gelang 
[Franken et al., 1989], nahm man an, dass SLPI nur von Spezies mit epitheliochorialer 
Plazentation exprimiert wird und dort der Aufrechterhaltung der uteroplazentalen Barriere 
dient, möglicherweise indem es die Invasion des Trophoblasten begrenzt [Badinga et al., 
1994]. Schließlich konnte die Expression von SLPI auch in menschlichem Endometrium im 
Rahmen der hämochorialen Plazentation bestätigt werden. Hier wurde eine anti-mikrobielle 
und anti-inflammatorische Funktion für SLPI vermutet [King et al., 2000]. 
 
Unsere Daten, die eine stärkere Expression in der Dezidua im ersten gegenüber dem zweiten 
Trimester zeigen (siehe Kap. 3.3.1), unterstützen die Rolle des Proteinaseinihibitors SLPI als 
Schutzfaktor gegen Infektion, Inflammation und Proteolyse in der Frühphase der 
Schwangerschaft. Da die Aktivität von SLPI zeitlich mit der Invasion des Trophoblasten 
korreliert, wäre allerdings auch ein Zusammenhang mit der Invasivität des EVT denkbar: 
Möglicherweise wird SLPI als Reaktion auf das Eindringen der Trophoblastzellen in die 
Dezidua produziert, um eine zu tiefe Invasion, sei es durch Inhibition von Proteasen oder 
MMPs, zu verhindern. Damit wäre die Niederregulation von SLPI ab der 9. SSW als Folge 
einer sich vermindernden Invasivität zu verstehen.  
Die Aktivität von SLPI könnte aber auch ursächlich an der Invasivität des EVT beteiligt 
sein, in diesem Fall wäre die Niederregulation von SLPI möglicherweise für die verminderte 
invasive Kapazität des EVT mitverantwortlich. Unterstützt wird diese Hypothese durch die 
beschriebene Funktion von SLPI bei der Tumorgenese, außerdem durch eine starke Aktivität 
des invasionsfördernden, von SLPI induzierten Progranulins in der Dezidua [Daniel et al., 
2003].  
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4.3.1.2 SFRP4 (Secreted frizzled-related protein 4) 
 
Die im Array gefundene stärkere Expression im ersten Trimester konnte für SFRP4 auf der 
mRNA-Ebene verifiziert werden (siehe Kap. 3.3.1). Im Northern Blot fiel eine besonders 
starke Expression in der 5.-6. SSW auf, mit signifikanter Abnahme der mRNA-Expression 
bereits ab der 7. SSW. Die Expression des Proteins konnte mangels Antikörper nicht 
überprüft werden, sollte aber bei Verfügbarkeit eines entsprechenden Antikörpers sowohl 
quantitativ als auch qualitativ untersucht werden. 
 
Funktionelle Aspekte SFRP4 
 
Bei SFRP4 handelt es sich um ein ca. 30 kDa großes, glykosyliertes Protein, das zur Familie 
der „Secreted frizzled related proteins“ gehört. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie tragen 
ähnlich wie der Frizzled-Rezeptor des Wnt-Signaltransduktionswegs eine Cystein-reiche 
Domäne (CRD) [Rattner et al., 1997], die der Bindung von Wnt-Liganden dient [Wolf et al., 
1997]. Den SFRPs fehlen allerdings die membranüberspannenden Ketten des Frizzled-
Rezeptors, so dass bei Bindung von Wnt keine Signalweitergabe erfolgt. SFRP4 stellt somit 
einen Antagonisten zum Wnt-Signalweg dar [Bafico et al., 1999].  
Der Wnt-Signaltransduktionsweg hat wichtige Bedeutung bei der Embryogenese und reguliert 
außerdem Zellproliferation, -morphologie, -differenzierung sowie -migration [McMahon & 
Bradley, 1990; Cadigan & Nusse, 1997; Akiyama, 2000; Miller, 2002]. Mediatoren in Form 
extrazellulärer Wnt-Proteine binden dabei an den Frizzled-Rezeptor sowie den Co-Rezeptor 
LRP-5/-6 (low density lipoprotein receptor-related protein) auf der Zelloberfläche [Bhanot et 
al., 1996; He et al., 2004], was zu einer Aktivierung des zytoplasmatischen Proteins 
Dishevelled (Dvl) führt [Wharton, 2003]. Daraufhin wird in einer Kettenreaktion, die 
zahlreiche weitere Mediatoren und Transkriptionsfaktoren beinhaltet, die Expression von 
wachstums- und invasionsassoziierten Genen, wie z.B. c-myc, Cyclin D1, MMP-7, MT1-
MMP, VEGFD und AREG, induziert [He et al., 1998; Brabletz et al., 1999; Tetsu & 
McCormick, 1999; Takahashi et al., 2002; Katoh & Katoh, 2006a; Katoh & Katoh, 2006b]. 
 
Im Rahmen der Karzinogenese spielt der Wnt-Signalweg aufgrund seiner 
invasionsfördernden und anti-apoptotischen Wirkung eine wichtige Rolle [Barker & Clevers, 
2000; Gunther et al., 2003; Ayyanan et al., 2006]. Diese Beobachtung lässt eine eher 
tumorhemmende Wirkung des Wnt-Antagonisten SFRP4 erwarten. Es finden sich allerdings 
widersprüchliche Daten zur Funktion des Markers bei der Tumorentwicklung: 
(1) Einerseits wurde eine erhöhte Aktivität von SFRP4 in Endometrium-, Mamma- [Abu-
Jawdeh et al., 1999] sowie Kolonkarzinomen [Feng Han et al., 2006] beschrieben und in 
Zusammenhang mit einer vermehrten Proliferation und Invasivität diskutiert. Dies würde 
eine tumorfördernde Wirkung von SFRP4 suggerieren. 
(2) Andererseits wurde in zahlreichen Karzinomen eine epigenetische Inaktivierung von 
SFRP4 beobachtet, die zu einer Überaktivität der Wnt-Signalkaskade führt und mit 
verstärkter Invasivität und Aggressivität der Tumoren einhergeht, unter anderem in 
Harnblase [Marsit et al., 2005], Niere [Urakami et al., 2006], Ösophagus [Zou et al., 2005], 
Magen [Kang et al., 2008], Mesotheliomen [Lee et al., 2004] und der akuten lymphatischen 
Leukämie [Roman-Gomez et al., 2007]. Beim Prostata-Karzinom konnte darüber hinaus 
gezeigt werden, dass eine höhere Expression von SFRP4 die Proliferation sowie die 
Metastasierung reduziert und daher mit einer günstigen Prognose korreliert [Horvath et al., 
2004; Horvath et al., 2007]. Diese Daten sprechen also für eine tumorhemmende Wirkung 
von SFRP4.  
Angesichts der dargestellten, inkonsistenten Daten zur Expression von SFRP4 bei Tumoren 
ist die Bedeutung des Markers in der Karzinomentstehung nicht umfassend verstanden. 
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Möglicherweise besteht eine organabhängige Verteilung verschiedener Wnt-Proteine bzw. 
Frizzled-Rezeptoren mit unterschiedlicher Affinität zu SFRP4, so dass gewebespezifisch 
unterschiedliche Reaktionen erfolgen [Kawano & Kypta, 2003]. Weiterhin könnte die erhöhte 
Aktivität des Markers in Malignomen hormonabhängiger Gewebe wie Endometrium und 
Mamma [Abu-Jawdeh et al., 1999] auch auf einer Induktion durch Östrogen beruhen. 
Schließlich scheint die zelluläre Verteilung von SFRP4 ebenfalls eine Rolle für die Wirkung 
zu spielen: Nur von der Zelle sezerniertes SFRP4 kann Wnt-Proteine binden und damit den 
Signalweg modulieren [Hewitt et al., 2006]. Unter Umständen wird die Sekretion des Markers 
in einigen Tumoren blockiert, so dass sich das Protein SFRP4 im Zytosol anreichert und 
keinen hemmenden Einfluss auf das Tumorwachstum ausüben kann. Welchen Effekt SFRP4 
genau bewirkt und wie dieser vermittelt wird bedarf weiterer Nachforschung. 
 
Im reproduktionsbiologischen Zusammenhang konnte eine zyklusabhängige Expression von 
SFRP4 im endometrialen Stroma nachgewiesen werden. Wie bereits angesprochen scheint die 
Aktivität von SFRP4 östrogenabhängig zu sein. Man beobachtete einen Anstieg von SFRP4-
Transkripten in der proliferativen Phase und eine Niederregulation in der sekretorischen 
Phase zum Zeitpunkt der Implantation [Kao et al., 2002; Tulac et al., 2003]. Diese Regulation 
wäre vereinbar mit einer wachstums- bzw. invasionshemmenden Funktion von SFRP4, die 
den Aufbau des Endometriums in der proliferativen Phase kontrollieren könnte. Diese 
Wirkung ist während der Implantation und Dezidualisation aber nicht erwünscht. Hier wird 
dagegen eine hohe Aktivität des Wnt-Signalwegs und seiner Zielgene wie Hoxa-10/-11 
beschrieben [Taylor et al., 1999; Tulac et al., 2003].  
Im Rahmen der Plazentaentwicklung scheint die Wnt-Signalkaskade ebenfalls wichtige 
Bedeutung zu besitzen, da Mutationen in Wnt-Liganden zu Plazentadefekten (z.B. 
verminderte Ausbildung fetaler Kapillaren, Gewebeödeme, Zunahme der Fibrinoid-
ablagerungen) führen [Monkley et al., 1996; Parr et al., 2001]. Weiterhin wird eine 
Beteiligung des Wnt-Signalwegs an der invasiven Differenzierung des Trophoblasten 
vermutet, da gezeigt werden konnte, dass die Zugabe von Wnt-Proteinen zu Trophoblast-
Zellkulturen Migration und invasives Wachstum stimuliert [Pollheimer et al., 2006]. Darüber 
hinaus scheint der extravillöse Trophoblast seine Invasivität auch autokrin durch Sekretion 
von Wnt-Liganden zu regulieren [Pollheimer et al., 2006]. Bei der Ratte konnte schließlich 
gezeigt werden, dass die lokale Expression von SFRP4 in der Plazenta das Wachstum des 
Trophoblasten mindert [Hewitt et al., 2006]. Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, 
dass SFRP4 die Trophoblastinvasion möglicherweise durch Hemmung der Wnt-Kaskade 
begrenzt. 
 
Der Marker SFRP4 wurde aufgrund der beschriebenen Hochregulation in Karzinomen von 
Endometrium und Mamma, die eine eher invasionsfördernde Funktion vermuten ließ [Abu-
Jawdeh et al., 1999], zur eingehenden Untersuchung in dieser Arbeit ausgewählt. Neuere 
Studien an zahlreichen Malignomen, besonders aber auch an Plazenta und Trophoblast, 
beschreiben allerdings einen hemmenden Einfluss von SFRP4 auf invasive Prozesse. Wir 
konnten eine stärkere deziduale Expression in der Frühphase der Schwangerschaft mit 
signifikanter Niederregulation bereits ab der 7. SSW nachweisen. Dieses Expressionsmuster 
wäre mit einer Förderung der Invasivität des EVT durch die Dezidua zu vereinbaren, könnte 
aber auch einen Mechanismus der Dezidua darstellen um die Invasion des EVT zu 
beschränken, z.B. durch Hemmung der Wnt-Kaskade.  
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4.3.1.3 CXCL14 (Chemokine CXC motif ligand 14; BRAK) 
 
Für den Marker CXCL14 konnte mittels semiquantitativer RT-PCR eine Regulation auf der 
mRNA-Ebene nachgewiesen werden (siehe Kap. 3.3.1). Die stärkste Expression zeigte sich 
von der 5.-8. SSW, ab der 9. SSW kam es zu einer signifikanten Niederregulation. Die 
Untersuchung der Proteinebene konnte mangels Antikörper nicht durchgeführt werden. 
 
Funktionelle Aspekte CXCL14 
 
Das Gen CXCL14 kodiert für ein 11,8 kDa großes, erst in jüngerer Zeit identifiziertes Protein 
aus der Gruppe der CXC-Chemokine. Es wird in zahlreichen epithelialen Geweben 
konstitutiv exprimiert, unter anderem in Mamma und Niere (Erstbeschreibung als „Breast and 
kidney“-Chemokine BRAK) [Hromas et al., 1999], weiterhin in Haut, Darm, Leber, Pankreas 
aber auch in Uterus, Zervix und Plazenta [Frederick et al., 2000; Sleeman et al., 2000]. 
Produziert wird CXCL14 von Epithelzellen und Fibroblasten des Stroma [Kurth et al., 2001].  
Chemokine (chemotaktische Zytokine) regulieren vor allem die Leukozytenmigration, 
haben aber ebenfalls Bedeutung im Rahmen von Hämatopoese, Inflammation, Angio- und 
Tumorgenese [Baggiolini, 1998; Wang et al., 1998; Gale & McColl, 1999]. Ihre Wirkung 
wird über spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auf der Membran der Zielzellen 
vermittelt [Zlotnik et al., 1999]. CXC-Liganden, werden je nachdem ob sie die 
Aminosäurefolge „Glu-Leu-Arg“ (ELR) in der Proteinkette tragen weiter unterteilt 
[Baggiolini et al., 1997; Rollins, 1997]: Während für ELR-positive CXCLs vor allem die 
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten beschrieben ist, wirken ELR-negative CXCLs, zu 
denen auch CXCL14 zählt, auf ein breites Spektrum von Leukozyten [Sleeman et al., 2000].  
Aufgrund der evolutionär hochgradig konservierten Struktur des Proteins und der ubiquitären 
Expression wird eine wichtige physiologische Bedeutung von CXCL14 vermutet [Ozawa et 
al., 2006]. Bislang konnte allerdings weder der Rezeptor mit dem das Chemokin interagiert 
noch das genaue Wirkspektrum des Proteins identifiziert werden [Shellenberger et al., 2004; 
Meuter et al., 2007]. Die chemotaktische Kapazität von CXCL14 ist mehrfach untersucht 
worden, die Ergebnisse sind jedoch bisher nicht konsistent. So wurde eine Rekrutierung von 
B-Zellen [Sleeman et al., 2000] bzw. von neutrophilen Granulozyten beschrieben [Cao et al., 
2000], weiterhin eine Chemotaxis der Monozytenzellinie, die auch Makrophagen und 
dendritische Zellen beinhaltet [Cao et al., 2000; Sleeman et al., 2000; Kurth et al., 2001; 
Shellenberger et al., 2004]. Darüber hinaus trägt CXCL14 auch zur Aktivierung der 
Monozyten und Ausreifung von dendritischen Zellen bei [Shurin et al., 2005]. Für CXCL14 
wurde daher eine regulatorische Funktion in der Homöostase der phagozytierenden Zellen im 
Gewebe vermutet [Schwarze et al., 2005].  
Neben der Chemotaxis ist für CXC-Zytokine auch eine Beteiligung an der Angiogenese 
beschrieben. Während ELR-positive CXCLs die Entstehung von Blutgefäßen fördern, haben 
viele ELR-negative CXCLs einen angiostatischen Effekt [Strieter et al., 1995]. Auch für 
CXCL14 konnte eine Hemmung der Endothelzellmigration und damit eine Funktion als 
Angiogenese-Inhibitor demonstriert werden [Shellenberger et al., 2004].  
 
Zur Expression von CXCL14 bei malignen Tumoren liegen widersprüchliche Daten vor. 
Aktuell werden daher zwei gegensätzliche Konzepte über die Bedeutung von CXCL14 in der 
Tumorbiologie diskutiert: 
(1) Auf der einen Seite wurde in zahlreichen Karzinomen und Tumorzellinien (beispielsweise 
maligne Melanome, Lungen- und Kolonkarzinome) eine Niederregulation oder sogar ein 
völliger Verlust der Expression von CXCL14 beobachtet [Cao et al., 2000; Sleeman et al., 
2000; Kurth et al., 2001]. Eine Repression von CXCL14 stellt also möglicherweise einen 
Wachstumsvorteil für Karzinome dar, was eine Funktion als Tumorsuppressor für das 
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Chemokin suggeriert [Frederick et al., 2000]. Diese tumorhemmende Wirkung von CXCL14 
könnte sowohl auf den anti-angiogenetischen Eigenschaften [Shellenberger et al., 2004] als 
auch auf einer Rekrutierung dendritischer Zellen ins Gewebe beruhen [Shurin et al., 2005]. 
Dendritische Zellen ermöglichen es der Immunabwehr durch Antigen-Präsentation Tumore zu 
erkennen und zu bekämpfen. Eine hohe Aktivität dieser Zellen in Malignomen korreliert 
dabei mit einer günstigen Prognose und einem längeren Überleben der Patienten [Goldman et 
al., 1998]. 
(2) Auf der anderen Seite wurde in Karzinomen von Mamma, Prostata und Pankreas eine 
vermehrte Aktivität des Chemokins in Verbindung mit einem besonders aggressiven 
Wachstum beschrieben, was für eine promaligne Wirkung von CXCL14 spricht [Sleeman et 
al., 2000; Allinen et al., 2004; Schwarze et al., 2005; Wente et al., 2008]. Eine starke 
Expression des Chemokins fand sich dabei vor allem an der invadierenden Zellfront [Wente 
et al., 2008]. CXCL14 scheint hier sowohl Proliferation, Migration als auch Invasion der 
malignen Zellen in das sie umgebende Gewebe zu induzieren. Der Mechanismus über den 
dieser Effekt vermittelt werden könnte ist bislang jedoch nicht bekannt. Vermutlich erfolgt 
eine parakrine Einwirkung des Chemokins auf die Zellen über den noch zu identifizierenden 
Rezeptor [Allinen et al., 2004]. 
Angesichts dieser beiden gegensätzlichen Hypothesen scheint die Rolle von CXCL14 in der 
Karzinogenese unklar. Möglicherweise bestehen gewebespezifische oder stadienabhängige 
Unterschiede in der Tumorpathologie, die ein ungleiches Ansprechen dieser Malignome auf 
das Chemokin bewirken [Ozawa et al., 2006]. 
 
Für CXCL14 ist eine Expression in der Plazenta beschrieben [Frederick et al., 2000], eine 
systematische Untersuchung in reproduktionsbiologischem Zusammenhang ist bisher jedoch 
nicht erfolgt. Unsere Daten zeigen eine stärkere Aktivität der CXCL14-mRNA in der Dezidua 
des ersten Trimesters mit signifikantem Rückgang der Expression ab der 9. SSW.  
Mit diesem zeitlichen Expressionsmuster ist eine Funktion des Chemokins zur Rekrutierung 
dendritischer Zellen vereinbar, die im ersten Schwangerschaftsdrittel mit für die Etablierung 
der Immuntoleranz des semi-allogenen Trophoblasten durch den mütterlichen Organismus 
verantwortlich sind: Durch Präsentation fetaler Antigene (ohne gleichzeitigen 
inflammatorischen Stimulus) wird eine Anergie der spezifischen dezidualen Lymphozyten 
induziert [von Rango, 2005]. Besonders im ersten Trimester ist dieser Mechanismus zur 
Induktion der Toleranz wichtig für eine erfolgreiche Gravidität. Diese Toleranz bleibt 
transient bis zum Ende der Schwangerschaft bestehen [von Rango, 2008]. Die 
Niederregulation von CXCL14 ab der 9. SSW könnte damit also als Ausdruck einer bereits 
etablierten Immuntoleranz, die keiner weiteren Induktion bedarf, verstanden werden. 
Darüber hinaus lässt die von uns gefundene Genregulation aber auch die Hypothese zu, dass 
die deziduale Expression von CXCL14 direkt die Invasion des EVT reguliert: Ähnlich wie bei 
Mamma- und Pankreaskarzinom beschrieben [Allinen et al., 2004; Wente et al., 2008] könnte 
das Chemokin über einen noch unbekannten Mechanismus invasionsfördernd auf die 
Trophoblastzellen wirken. In diesem Kontext ist eine Knock-out Mouse-Studie interessant, 
bei der das Gen für CXCL14 inaktiviert wurde, um seine chemotaktischen Eigenschaft zu 
untersuchen [Meuter et al., 2007]. Die Mäuse wiesen einen gegenüber dem Wildtyp 
unveränderten Phänotyp und eine normale Verteilung dendritischer Zellen im Gewebe auf. 
Die Tiere waren fertil, zeigten als einzig auffälliges Symptom jedoch ein erniedrigtes 
Geburtsgewicht und eine erhöhte Neugeborenensterblichkeit. Diese Befunde könnten ein 
Indiz für eine Plazentainsuffizienz mit intrauteriner Wachstumsverzögerung darstellen, 
möglicherweise verursacht durch eine verminderte Trophoblastinvasion in Abwesenheit von 
CXCL14.  
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4.3.1.4 CXCL9 (Chemokine CXC motif ligand 9; Mig) 
 
Die Untersuchung auf der mRNA-Ebene mittels RT-PCR und Realtime-PCR zeigte eine 
signifikante Hochregulation von CXCL9 vom ersten zum zweiten Trimester. Nach zunächst 
leichtem Anstieg der mRNA-Expression von der 5.-10. SSW fiel ein deutlicher Abfall der 
nachgewiesenen Gentranskripte zum Ende des ersten Trimesters (11.-12. SSW) auf, im 
zweiten Trimester fand sich eine signifikante Zunahme der Expression (siehe Kap. 3.3.1). Da 
kein Antikörper erhältlich war, konnte die Untersuchung der Proteinebene nicht durchgeführt 
werden. Bei Verfügbarkeit eines entsprechenden Antikörpers sollte jedoch eine quantitative 
wie auch qualitative Analyse der Proteinexpression erfolgen. 
 
Funktionelle Aspekte CXCL9 
 
Das Gen CXCL9 trägt die Information für ein 11,7 kDa großes Protein, das wie CXCL14 
(siehe Kap. 4.3.1.3) zur Gruppe der ELR-negativen CXC-Chemokine gehört. CXCL9 wird 
von Antigenpräsentierenden Zellen wie Makropagen und dendritischen Zellen sowie von 
Endothelzellen, Keratinozyten und Fibroblasten produziert [Farber, 1997]. Interferon Gamma 
(IFNγ) induziert die Expression des Proteins, weshalb das Chemokine auch als „Monokine 
induced by IFNγ“ (Mig) bezeichnet wird [Farber, 1990; Farber, 1993]. CXCL9 signalisiert 
über den G-Protein-gekoppelten Rezeptor CXCR3 [Loetscher et al., 1996], der vor allem von 
CD4+ bzw. CD8+ T-Lymphozyten sowie in schwächerem Ausmaß auch von Natural Killer-
Zellen (NK-Zellen) exprimiert wird, und bewirkt die selektive Chemotaxis dieser Zellen 
[Liao et al., 1995; Loetscher et al., 1998]. Ruhende T-Lymphozyten tragen den Rezeptor 
allerdings nur in geringer Zahl und zeigen keine chemotaktische Reaktion auf CXCL9, erst 
die Aktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) induziert die Expression von CXCR3 und ermöglicht 
die Rekrutierung dieser Zellen [Piali et al., 1998]. T-Zellen haben eine zentrale Rolle bei der 
Immunabwehr inne und dienen nach Th1-Typ Differenzierung der zellulären Immunantwort 
bzw. nach Th2-Differenzierung der Unterstützung der humoralen Abwehr [Mosmann & Sad, 
1996]. Da nur Th1-differenzierte T-Lymphozyten den Rezeptor CXCR3 aufweisen [Bonecchi 
et al., 1998] wurde für CXCL9 eine fördernde Wirkung auf die IFNγ-kontrollierte Th1-
Immunantwort postuliert [Sauty et al., 1999]. Neben der Rekrutierung und Retention 
aktivierter Th1-Lymphozyten konnte außerdem eine positiver Effekt des Chemokins sowohl 
auf die Proliferation von Th1-Zellen als auch auf die Freisetzung von Zytokinen (wie IFNγ) 
durch diese Zellen gezeigt werden, was die Bedeutung von CXCL9 bei der Typ1-
Immunreaktion unterstreicht [Whiting et al., 2004]. Die immunmodulatorische Wirkung 
von CXCL9 wird weiterhin im Rahmen inflammatorischer Prozesse deutlich, die mit einer 
überschießenden Th1-Antwort einhergehen: So konnte eine starke Aktivität des Chemokins in 
den Entzündungsherden z.B. bei Psoriasis [Farber, 1997], rheumatoider Arthritis, Colitis 
ulcerosa [Qin et al., 1998], Multipler Sklerose [Sorensen et al., 1999] sowie Morbus Crohn 
[Dajotoy et al., 2004] nachgewiesen werden. Darüber hinaus ist die Rekrutierung von T-
Lymphozyten durch CXCL9 mitverantwortlich für die akute Abstoßung von 
Organtransplantaten [Koga et al., 1999; Miura et al., 2001]. Im Tierversuch konnte gezeigt 
werden, dass die Inaktivierung des Chemokins durch Verabreichung spezifischer CXCL9-
bindender Antikörper die Transplantatabstoßung verhindert [Kobayashi et al., 2002]. 
Über die immunmodulatorische Funktion hinaus besitzt das ELR-negative CXC-Chemokin 
CXCL9 weiterhin hemmende Eigenschaften auf die Angiogenese: es inhibiert die 
Migration von Endothelzellen und damit die Ausbildung neuer Blutgefäße [Strieter et al., 
1995]. Dieser angiostatische Effekt wird ebenfalls über den Rezeptor CXCR3 vermittelt 
[Romagnani et al., 2001; Pan et al., 2006]. 
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Bei Untersuchung der Bedeutung von CXCL9 im Rahmen des Tumorwachstums konnte ein 
hemmender Effekt des Chemokins auf zahlreiche Malignome nachgewiesen werden. So 
korreliert eine gesteigerte Aktivität von CXCL9 mit der Regression von z.B. Burkitt-
Lymphomen [Sgadari et al., 1997; Kanegane et al., 1998], Nierenzell- [Tannenbaum et al., 
1998; Kondo et al., 2006], Bronchial- [Addison et al., 2000; Wang et al., 2003], Kolon- 
[Ruehlmann et al., 2001; Zhang et al., 2006], Leberzell- [Hirano et al., 2007] und 
Mammakarzinomen [Palmer et al., 2001; Fulton et al., 2006; Walser et al., 2007]. Der genaue 
Wirkmechanismus, über den CXCL9 einen Rückgang des malignen Gewebes bewirkt, ist 
unklar. Aufgrund der bereits dargestellten Eigenschaften des Chemokins werden zwei 
Hypothesen diskutiert:  
(1) Auf der einen Seite wird die Hemmung der Angiogenese für den tumorstatischen Effekt 
verantwortlich gemacht: In einigen CXCL9-transfizierten Tumoren wurden im Vergleich zu 
CXCL9-negativen Kontrollen ausgedehnte Gefäßschäden beobachtet (Zerstörung des 
Elastins, intravaskuläre Thromben), die mit einer zentralen, scharf begrenzten Nekrose, 
wahrscheinlich infolge Minderperfusion des Tumors, einhergingen [Sgadari et al., 1997; 
Addison et al., 2000].  
(2) Auf der anderen Seite wird die Induktion einer Th1-Immunantwort als Ursache für die 
tumorhemmende Wirkung des Chemokins postuliert, da in einigen CXCL9-exprimierenden 
Tumoren ein Rückgang des Malignoms in Verbindung mit einem ausgeprägten Infiltrat von 
T- bzw. NK-Zellen nachgewiesen werden konnte, während vaskuläre Läsionen fehlten [Sun et 
al., 2001; Dorsey et al., 2002; Kondo et al., 2006]. An einem T-Zell-defizitären Mausmodell 
konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass CXCL9 in Abwesenheit der T-Lymphozyten nur 
eingeschränkt tumorstatisch wirkt [Walser et al., 2007]. Vermutlich unterstützen die in den 
Tumor rekrutierten Effektorzellen die humorale Tumorabwehr (CD4+ Zellen) und wirken 
außerdem zytotoxisch (CD8+ T-Zellen sowie NK-Zellen) auf maligne Zellen [Dorsey et al., 
2002; Gorbachev et al., 2007]. 
Möglicherweise ist auch die synergistische Wirkung beider beschriebener Mechanismen 
(Inhibition der Angiogenese sowie Induktion einer Th1-Immunantwort) für den hemmenden 
Effekt von CXCL9 auf das Tumorwachstum verantwortlich. Der Tumorregression läge 
demnach eine Art „Immunoangiostase“ zugrunde [Pan et al., 2006]. CXCL9 bietet sich als 
vielversprechender Kandidat zur Behandlung maligner Erkrankungen an. Gegenwärtig 
werden Strategien erprobt (beispielsweise die Injektion direkt in Tumoren  zur Induktion einer 
Immunantwort oder die systemische Verabreichung in Kombination mit verschiedenen 
Zytostatika) um die tumorinhibierenden Eigenschaften des Chemokins therapeutisch nutzen 
zu können [Pan et al., 2006; Zhang et al., 2006].  
 
Im reproduktionsbiologischen Zusammenhang konnte eine zyklusabhängige Expression von 
CXCL9 sowohl im luminalen und glandulären Epithel des Endometriums als auch im 
endometrialen Stroma nachgewiesen werden. Während das Chemokin in der proliferativen 
Phase nur gering exprimiert war, fand sich ein deutlicher Expressionsanstieg in der 
sekretorischen Phase zum Zeitpunkt der Implantation [Kitaya et al., 2004]. Dieses 
Expressionsmuster könnte mit verschiedenen biologischen Effekten in Verbindung stehen: 
(1) Da parallel zur steigenden Aktivität des Chemokins ein vermehrtes endometriales Infiltrat 
von Natural Killer-Zellen beobachtet wird, wurde CXCL9 die Rekrutierung dieser Zellen 
zugeschrieben [Kitaya et al., 2004]. Die endometriale NK-Zellpopulation besteht jedoch 
vorwiegend aus Zellen des Phänotyps CD56bright/CD16- [King et al., 1989; Bulmer et al., 
1991], CXCL9 bewirkt allerdings keine selektive Rekrutierung dieser Zellen, sondern wirkt 
ebenfalls chemotaktisch auf CD56-/CD16+ NK-Zellen, wie sie hauptsächlich im peripheren 
Blut vertreten sind. Die Beobachtung, dass sich im Endometrium vor allem CD56bright/CD16- 
NK-Zellen finden, spricht daher gegen eine Bedeutung von CXCL9 in der Zellrekrutierung. 
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Stattdessen wurde postuliert, dass das Chemokin hier eher der lokalen Retention der NK-
Zellen dient [Hanna et al., 2003; Wu et al., 2004; Wu et al., 2005]. 
(2) Über die Kontrolle des zellulären Infiltrats hinaus scheint die endometriale Produktion von 
CXCL9 in der sekretorischen Phase weiterhin eine Rolle bei der Implantation des Embryos 
einzunehmen. So konnte gezeigt werden, dass die Trophoblastzellen im Stadium der 
Blastozyste den Rezeptor CXCR3 exprimieren und dass von der Gebärmutterschleimhaut 
sezernierte CXC-Liganden (unter anderem CXCL9) eine direkte Reaktion des Trophoblasten 
bewirken. Zum einen induziert CXCL9 die Migration der Blastozyste in Richtung 
Endometrium entlang eines chemotaktischen Gradienten, zum anderen fördert das Chemokin 
ihre Adhäsion an das Epithel des Endometriums und unterstützt auf diesem Weg die 
Implantation [Nagaoka et al., 2003; Imakawa et al., 2006].  
Es ist vorstellbar, dass CXCL9 abhängig vom Expressionsort beide dargestellten Funktionen 
im Endometrium ausübt. So könnte das vom Epithel in das Uteruslumen sezernierte Protein 
vor allem der Implantation dienen, während das stromale CXCL9 an der Kontrolle des 
zellulären Infiltrats beteiligt sein könnte. 
 
Unsere Daten zeigen eine erhöhte deziduale Expression von CXCL9 im zweiten Drittel der 
Schwangerschaft. Dieses Expressionsmuster könnte möglicherweise mit einer Beeinflussung 
der Zusammensetzung der uterinen Lymphozytenpopulation oder mit einem hemmenden 
Effekt auf die Angiogenese in der Dezidua und damit z.B. einem reduzierten Umbau uteriner 
Spiralarterien in Verbindung stehen.  
Da der Aktivitätsanstieg von CXCL9 zeitlich mit einer reduzierten invasiven Kapazität des 
extravillösen Trophoblasten korreliert, wird die Hypothese unterstützt, dass CXCL9 
ursächlich an der verminderten Invasivität beteiligt sein könnte. Angesichts der in der 
Literatur beschriebenen migrationsfördernden Wirkung des Chemokins auf die Blastozyste in 
der Peri-Implantationsphase [Nagaoka et al., 2003; Imakawa et al., 2006] scheint dies 
zunächst widersprüchlich, da ein Anstieg von CXCL9 ein vermehrtes invasives Wachstum 
erwarten lassen könnte. Die Zellen des extravillösen Trophoblasten stellen jedoch eine 
gegenüber dem Blastulastadium differenzierte Population dar [Vicovac & Aplin, 1996; 
Kaufmann & Castellucci, 1997], so dass nicht davon auszugehen ist, dass sie in gleicher 
Weise wie der frühe Trophoblast auf das Chemokin ansprechen. In der Tat ist für den EVT 
die Expression von Endothelzellmarkern beschrieben, so dass die Zellen eine Art „vaskulären 
Phänotyp“ annehmen [Zhou et al., 1997; Morrish et al., 1998]. Es ist daher denkbar, dass der 
invadierende Trophoblast, analog zur beobachteten Wirkung von CXCL9 auf Endothelzellen 
[Strieter et al., 1995], durch das Chemokin in seiner Migration gehemmt wird.  
Zur Aufklärung einer eventuellen Wirkung von CXCL9 auf die Trophoblastinvasion sollte 
überprüft werden, ob die Zellen des EVT den Rezeptor CXCR3 exprimieren und damit die 
Möglichkeit einer direkten Beeinflussung durch das Chemokin gegeben ist. Eine indirekte 
Wirkung des Chemokins, vermittelt über z.B. NK-Zellen oder über einen angiostatischen 
Effekt auf den Umbau uteriner Spiralarterien, ist jedoch ebenfalls vorstellbar.  
 
 
Für alle bisher dargestellten Marker sind keine eindeutigen Aussagen bezüglich ihrer 
Funktion möglich. In jedem Fall scheinen sie aber eine wichtige Bedeutung in der 
Frühschwangerschaft inne zu haben. Zum genaueren Verständnis ihrer Rolle sind funktionelle 
Studien notwendig (siehe Kap. 4.4). 
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4.3.2 Nicht-regulierte Marker 
 
Für die übrigen drei eingehend untersuchten Marker (ELMO2, Kallistatin sowie Galectin-3) 
konnte keine differentielle Expression zwischen erstem und zweitem Schwangerschaftsdrittel 
bzw. über den Verlauf der Schwangerschaft gezeigt werden. Diese Marker sollen nur kurz in 
ihrer Funktion dargestellt werden, da unsere Daten keinen Anhalt für einen Zusammenhang 
mit der Trophoblastinvasion bieten. 
 
4.3.2.1 ELMO2 (Engulfment and cell motility gene 2) 
 
ELMO2 kodiert für ein regulatorisches Protein, das zusammen mit dem Protein Dock180 und 
der GTPase RhoG einen Faktor Rac1 aktiviert. Dieser Faktor steuert Umbauvorgänge von 
Aktinfilamenten des Zytoskeletts und hat damit wichtige Bedeutung für Zellmigration sowie 
Zellwachstum [Katoh & Negishi, 2003]. Rac1 konnte in der Plazenta nachgewiesen werden, 
dabei zeigte sich eine verminderte Aktivität des Faktors bei Patientinnen mit Präeklampsie 
oder HELLP-Syndrom [Hannke-Lohmann et al., 2000]. Weiterhin scheint der Rac1-
Signalweg auch die Adhäsion des Embryos bei der Implantation und die Invasion von 
Tumorzellen zu beeinflussen [Matos et al., 2000]. 
 
4.3.2.2 Kallistatin (Serine protease inhibitor, clade a, member 4; Serpina4) 
 
Bei Kallistatin handelt es sich um einen Serinprotease-Inhibitor der Serpin-Familie, der 
spezifisch an Gewebe-Kallikrein bindet und dieses inhibiert [Zhou et al., 1992]. Zu den von 
Kallikrein vermittelten Effekten zählen unter anderem Angiogenese und Zellproliferation; 
weiterhin wirkt Kallikrein fördernd auf invasive Prozesse [Valdes et al., 2001a]. Im 
Endometrium bzw. in der Dezidua hat Kallikrein möglicherweise eine Bedeutung bei der 
Implantation des Embryos inne [Valdes et al., 2001b]. Darüber hinaus wird Kallikrein von 
verschiedenen Karzinomen exprimiert und ist mit einer höheren Invasivität und Malignität 
korreliert [Fritzsche et al., 2006; Wright et al., 2008]. Der Kallikrein-Inhibitor Kallistatin 
scheint dagegen einen tumorstatischen Effekt zu haben, den man seiner anti-angiogenetischen 
Wirkung zuschreibt [Miao et al., 2002].  
 
4.3.2.3 Galectin-3 (Galactose-specific lectin 3) 
 
Galectin-3 ist ein Glykoprotein aus der Familie der Lektine mit einer spezifischen 
Bindungsstelle für β-Galactoside [Leffler et al., 2004]. Über Interaktion mit Glykoproteinen 
auf ihrer Oberfläche moduliert Galectin-3 die Adhäsion von Zellen [Rabinovich, 1999] und 
induziert Effekte wie Angiogenese, Zellmigration sowie Chemotaxis [Almkvist & Karlsson, 
2004]. Darüber hinaus wurde eine vermehrte Expression von Galectin-3 in verschiedenen 
Malignomen beobachtet, so dass dem Protein eine Bedeutung in der Tumorzellfunktion sowie 
-metastasierung zugeschrieben wird [van den Brule et al., 2004]. Die Expression von 
Galectin-3 in Endometrium und Dezidua wird sowohl mit einer immunmodulatorischen 
Funktion während der Implantation als auch mit einer Beteiligung an der Trophoblastinvasion 
in Verbindung gebracht [von Wolff et al., 2005]. 
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4.3.3 Nicht-eingehend untersuchte Marker 
 
Für die Marker IGF2, PappA sowie MBP ließ der Mikroarray eine stärkere Expression im 
zweiten Trimester erwarten. In der ersten PCR anhand der Mikroarray-Proben zeigten die 
Marker jedoch eine dem Array entgegengesetzte Regulation und wurden deswegen nicht in 
die weitere Untersuchung einbezogen.  
Im Fall von CD160 wurden in der PCR zusätzliche Produkte amplifiziert, so dass die 
Effektivität der PCR zweifelhaft erscheint. Die eingehende Untersuchung der Expression von 
CD160 wurde daher ebenfalls zurückgestellt. 
 
Da eine Beteiligung dieser Marker an der Kontrolle der Trophoblastinvasion in der Literatur 
jedoch ausgiebig diskutiert wird, stellen sie dennoch vielversprechende Kandidaten zum 
besseren Verständnis der EVT-Invasion dar. Eine ausführliche Analyse ihrer Expression 
sowohl auf Gen- als auch Proteinebene an einer großen Probenbank erscheint daher sinnvoll 
und sollte sich an diese Arbeit anschließen.  
 
4.3.3.1 IGF2 (Insulin-like growth factor 2) 
 
Bei IGF2 handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, der strukturelle Ähnlichkeit zum Pro-
Insulin aufweist. Durch Bindung an spezifische IGF-Rezeptoren initiiert das Protein in 
zahlreichen Geweben anabole Effekte wie Proliferation und Zelldifferenzierung [Daughaday 
& Rotwein, 1989; Le Roith et al., 2001]. Die Aktivität von IGF2 wird dabei von hochaffinen 
IGF-bindenden Proteinen (IGFBPs) reguliert, die die Anlagerung des Faktors an seinen 
Rezeptor inhibieren [Jones & Clemmons, 1995].  
Aktuelle Studien legen eine bedeutende regulatorische Funktion von IGF2 im Rahmen der 
Plazentaentwicklung nahe: Das Protein scheint sowohl an Wachstum als auch an 
Umbauvorgängen der Plazenta beteiligt zu sein. Darüber hinaus wird  IGF2 eine direkt 
fördernde Wirkung auf die Migration der Trophoblastzellen zugeschrieben [Qiu et al., 2005; 
Forbes & Westwood, 2008].  
 
4.3.3.2 PappA (Pregnancy-associated plasma protein A) 
 
Das „Schwangerschaftsassoziierte Plasmaprotein A“ (PappA), dessen Funktion zunächst 
ungeklärt war, konnte schließlich als Metalloproteinase mit spezifischer Aktivität gegen das 
IGF-bindende Protein-4 (IGFBP-4) identifiziert werden [Lawrence et al., 1999]. IGFBP-4 
bindet und inaktiviert IGF2 (siehe 4.3.3.1). PappA spaltet dieses Trägermolekül und führt zu 
einer vermehrten Bioverfügbarkeit des Wachstumsfaktors IGF2.  
Die deziduale Expression von PappA könnte somit eine Art „Feed-forward-Mechanismus“ im 
IGF-System darstellen, der indirekt über eine erhöhte Freisetzung von IGF2 
Plazentaentwicklung und Implantation fördert [Giudice et al., 2002; Smith et al., 2002]. 
 
4.3.3.3 MBP (Eosinophil granule major basic protein) 
 
Das zytotoxische „Major basic protein” wird durch Degranulation eosinophiler Granulozyten 
freigesetzt. Es wirkt bakterizid und aktiviert NK- bzw. T-Zellen. MBP wird als nichttoxische 
Vorstufe (proMBP) synthetisiert und erst in den Granula der Leukozyten in die reife Form 
umgewandelt [Gleich et al., 1993].  
Die Proform des MBP scheint darüber hinaus eine Funktion im IGF-System zu besitzen: 
proMBP bindet über eine Disulfidbrücke an PappA (siehe 4.3.3.2) und inhibiert die 
proteolytische Aktivität des Enzyms, was in einer verminderten Freisetzung des 
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Wachstumsfaktors IGF2 resultiert [Overgaard et al., 1999; Overgaard et al., 2000]. Für 
proMBP wird demnach eine Bedeutung als Kontrollvariable der von IGF2 bzw. PappA 
initiierten Plazentaentwicklung postuliert [Laursen et al., 2002]. 
 
4.3.3.4 CD160 (Natural killer cell receptor; By55) 
 
Bei CD160 handelt es sich um einen Membranrezeptor mit GPI-Anker, der vor allem von 
zytotoxischen NK- bzw. T-Lymphozyten exprimiert wird [Maiza et al., 1993; Anumanthan et 
al., 1998]. CD160 interagiert mit einem breiten Spektrum von MHC I-Antigenen und 
induziert eine vermehrte Proliferation sowie gesteigerte Zytotoxizität dieser Zellen. Dabei 
wirkt CD160 als costimulatorisches Signal des CD3-T-Zell-Rezeptors [Nikolova et al., 2002; 
Maeda et al., 2005]. 
Der Membranrezeptor CD160 findet sich außerdem auf der Oberfläche von Endothelzellen 
und scheint eine Rolle bei der Regulation der Angiogenese zu spielen. Im Gegensatz zu seiner 
proliferativen Wirkung auf Lymphozyten führt die Aktivierung des Rezeptors jedoch zu einer 
Apoptose von Endothelzellen und reduziert die Gefäßneubildung [Fons et al., 2006]. Die 
Beobachtung, dass der invadierende Trophoblast Endothelzellen der mütterlichen Blutgefäße 
durch eine Apoptose-Induktion verdrängt [Ashton et al., 2005], legt daher die Möglichkeit 
nahe, dass eine Signalisierung über CD160 an der endovaskulären Trophoblastinvasion 
beteiligt sein könnte [Fons et al., 2006]. 
 
78  Diskussion  
 
4.4 Ausblick 
 
Von den anhand des Mikroarrays ausgewählten Genen konnte für vier Marker (SLPI, SFRP4, 
CXCL14 und CXCL9) eine signifikante Regulation der mRNA-Expression vom ersten zum 
zweiten Trimester verifiziert werden. Ein Marker (SLPI) konnte darüber hinaus bereits auf der 
Proteinebene als reguliert bestätigt werden.  
Wie in Kapitel 4.3.1 dargestellt haben diese Marker eine fördernde bzw. hemmende Funktion 
im Rahmen invasiver Prozesse inne, wie beispielsweise dem Vordringen maligner Tumore in 
das sie umgebende Gewebe. Die Angriffspunkte der Faktoren sind dabei unter anderem: 
 
1. Invasionsfördernde Signalkaskaden (SLPI, SFRP4) 
2. Zellproliferation (SLPI) 
3. Immunmodulation (CXCL14, CXCL9) 
4. Angiogenese (SLPI, CXCL14, CXCL9)  
5. Zellmigration (SFRP4, CXCL14) 
 
Da die von uns nachgewiesene Regulation dieser Marker in der Dezidua zeitlich mit der 
abnehmenden Invasivität des extravillösen Trophoblasten übereinstimmt, wird die Hypothese 
unterstützt, dass die Dezidua das Vordringen des Trophoblasten durch Expression solcher 
invasionsfördernder bzw. -hemmender Gene modulieren könnte. 
Allein anhand des ermittelten Expressionsmusters sowie der in der Literatur beschriebenen 
Genfunktion kann allerdings nicht hinreichend auf die tatsächliche Rolle der Faktoren in der 
Dezidua geschlossen werden. Zum Einen finden sich in der Literatur sowohl Argumente für 
eine gleichzeitig invasionsfördernde als auch invasionshemmende Wirkung einzelner Marker 
(hier ist besonders CXCL14 zu nennen), zum Anderen besteht weiterhin die Möglichkeit, dass 
die Faktoren in keinerlei Zusammenhang zur Trophoblastinvasion stehen, sondern davon 
unabhängige Effekte in der Dezidua bewirken. 
Die Verifizierung der Expression dieser Marker stellt somit nur den ersten Schritt zur Analyse 
potentiell an der Trophoblastinvasion beteiligter Faktoren dar. Zur Klärung ihrer genauen 
Wirkung sowie ihrer biologischen Relevanz müssen zusätzlich Studien auf der funktionellen 
Ebene erfolgen. 
 
Zu diesem Zweck ist in unserer Arbeitsgruppe bereits ein Zellkulturmodell für isolierte EVT-
Zellen bzw. Trophoblastzotten-Explants etabliert worden. Mit Hilfe dieses Modells sollen 
sowohl Migrations- als auch Invasionsassays durchgeführt werden. Durch Substitution der in 
der vorliegenden Arbeit untersuchten Marker soll der Einfluss dieser Faktoren auf das 
Verhalten des Trophoblasten dabei gezielt untersucht werden. 
Diese funktionellen Studien versprechen ein besseres Verständnis der Trophoblastinvasion 
sowie ihrer Regulation. Die Erkenntnisse könnten der Reproduktionsmedizin zugute kommen 
und neue Strategien zur Diagnostik oder Therapie von Erkrankungen bieten, die mit einer 
pathologischen Trophoblastinvasion einhergehen, wie beispielsweise einer Präeklampsie oder 
einer intrauterinen Wachstumsverzögerung des Feten infolge einer Plazentainsuffizienz.  
Darüber hinaus könnten die am Trophoblastmodell gewonnenen Erkenntnisse wiederum auf 
die Tumorforschung rückübertragen werden: Gelingt es wichtige Steuergrößen der 
Trophoblastinvasion zu identifizieren, die für die streng kontrollierte und nur transient erhöhte 
invasive Kapazität des EVT verantwortlich sind, so könnten diese eventuell als neue 
molekulare Angriffspunkte in der Tumortherapie genutzt werden, um ein invasives 
Tumorwachstum zu beschränken.   
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5. Zusammenfassung 
 
 
Die Schwangerschaft der menschlichen Spezies ist durch einen besonders engen zellulären 
Kontakt zwischen mütterlichem und kindlichem Organismus gekennzeichnet. Die zur 
Dezidua umgewandelte Gebärmutterschleimhaut und der fetale Trophoblast, die gemeinsam 
die Plazenta bilden, stehen dabei in direkter Berührung. Während der Entwicklung der 
Gravidität dringen fetale Trophoblastzellen, die sich von den Zellsäulen der villösen 
Haftzotten lösen und daher als extravillöse Trophoblastzellen (EVT) bezeichnet werden, in 
mütterliches Gewebe vor. Man beobachtet sowohl ein Vordringen in das Interstitium der 
Gebärmutterschleimhaut bis in das erste Drittel des Myometriums (interstitielle 
Trophoblastinvasion) als auch ein Vordringen in uterine Blutgefäße (endovaskuläre Invasion). 
Diese Trophoblastinvasion dient der Verankerung der Plazenta im Uterus und sichert darüber 
hinaus durch Eröffnung der maternalen Blutgefäße Gasaustausch und Nährstoffversorgung 
des Feten. Damit stellt sie einen entscheidenden Schritt für das erfolgreiche Gelingen der 
Schwangerschaft dar.  
Das invasive Wachstum der extravillösen Trophoblastzellen ist auf das erste Drittel der 
Schwangerschaft begrenzt. Mit Beginn des zweiten Trimesters nimmt die Invasivität der 
Zellen ab, sie dringen nicht weiter in das mütterliche Gewebe vor, sondern bleiben ortständig 
und treten in eine Art Ruhestadium. Bei dieser Verhaltensänderung des Trophoblasten scheint 
es sich um einen zeitlich streng regulierten Prozess zu handeln. Es ist bislang allerdings 
ungeklärt, ob diesem Rückgang der Invasivität ein intrinsisches genetisches Programm der 
fetalen Zellen zugrunde liegt oder ob der mütterliche Organismus (in Form der Dezidua) an 
der Regulation der Trophoblastinvasion beteiligt ist. 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein besseres Verständnis der Trophoblastinvasion zu 
gewinnen, Indizien für eine mögliche regulatorische Funktion der Dezidua zu untersuchen 
und deziduale Faktoren zu identifizieren, die als Steuervariablen fungieren könnten. Die 
Arbeit beruht dabei auf einer Mikroarray-Studie (von Rango, 2004) mit der das globale 
Genexpressionsprofil in der Dezidua im Vergleich von erstem (hohe Invasivität des EVT) 
zum zweiten Drittel (verminderte Invasivität) der Schwangerschaft untersucht worden ist. 
Von 9850 analysierten Genen zeigten 753 eine Aktivitätsänderung um mindestens das 3fache. 
Aus dieser großen Gruppe differentiell exprimierter Gene wurden elf Kandidaten zur 
ausführlichen Analyse ihrer Expression ausgewählt, die geeignet erscheinen in einem 
ursächlichen Zusammenhang mit der verminderten Invasivität des extravillösen 
Trophoblasten zu stehen. Da das invasive Wachstum des Trophoblasten dem Eindringen 
metastasierender Tumorzellen in das sie umgebende Gewebe in mancher Beziehung ähnelt, 
wurde dabei besonderes Augenmerk auf Faktoren gerichtet, für die eine fördernde bzw. 
hemmende Wirkung auf die Tumorprogression und -invasion beschrieben ist. 
 
Die Daten zur mRNA-Expression der Kandidatengene aus der Mikroarray-Untersuchung 
wurden zunächst mittels RT-PCR an den bereits für den Mikroarray verwendeten Proben 
verifiziert. Für sieben der elf ausgewählten Gene konnte in dieser ersten RT-PCR eine 
Übereinstimmung mit dem Array-Ergebnis bestätigt werden. Diese sieben Marker sollten in 
der Folge sowohl auf Gen- als auch Proteinebene an einer größeren Zahl von Deziduaproben 
untersucht werden, um ihre Expression im Schwangerschaftsverlauf beurteilen zu können. 
Zur Analyse der mRNA-Ebene wurden neben der RT-PCR auch die Realtime-PCR mittels 
LightCycler sowie die Northern Blot-Hybridisierung etabliert. Die Betrachtung der 
Proteinebene erfolgte - soweit für die Marker Antikörper verfügbar waren - mittels Western 
Blot und Immunhistochemie.  
80  Zusammenfassung  
 
Es gelang in dieser Arbeit für vier der sieben eingehend untersuchten Marker eine signifikante 
Niederregulation (SLPI, SFRP4, CXCL14) bzw. Hochregulation (CXCL9) der dezidualen 
mRNA-Expression vom ersten zum zweiten Trimester nachzuweisen. Ein Marker (SLPI) 
konnte außerdem auf der Proteinebene als reguliert bestätigt werden.  
Die vier Gene, die in der ersten RT-PCR ein vom Mikroarray abweichendes Ergebnis zeigten, 
wurden bei der ausführlichen Untersuchung nicht berücksichtigt. 
 
 
1. SLPI (Secretory leukocyte protease inhibitor) 
 
Bei SLPI handelt es sich um einen Serinprotease-Inhibitor, dessen Aktivität in malignen 
Tumoren erhöht ist und mit einer ungünstigen Prognose korreliert.  
Dies erklärt sich durch seine proliferationsfördernde Wirkung auf epitheliale Zellen 
(Induktion wachstumsassoziierter Gene wie z.B. Cyclin D1), Förderung der Angiogenese 
(Hemmung des Angiogenese-Inhibitors Endostatin) und Unterstützung tumorfördernder 
Faktoren, die z.B. Zellmotilität, Invasivität und Metastasierung steigern (Schutz des 
tumorfördernden Wachstumsfaktors Progranulin vor der Degradation durch Proteasen). 
Unsere Daten zeigen eine signifikant erhöhte Expression des Markers in der Dezidua der 
Frühschwangerschaft (5.-8. SSW) sowohl auf der mRNA-Ebene (RT-PCR, Realtime-
PCR) als auch auf der Proteinebene (Western Blot, Immunhistochemie).  
Aufgrund seiner Eigenschaft als Protease-Inhibitor wurde der dezidualen Expression von 
SLPI bislang eine anti-mikrobielle bzw. anti-inflammatorische Schutzfunktion 
zugeschrieben.  
 
2. SFRP4 (Secreted frizzled-related protein 4) 
 
SFRP4 stellt einen Antagonisten zum Wnt-Signaltransduktionsweg dar. Diese 
Signalkaskade hat wichtige Bedeutung bei der Regulation von Zellproliferation, 
Differenzierung und Migration. Die Rolle von SFRP4 in der Tumorbiologie ist noch nicht 
abschließend geklärt: Einerseits wurde die Expression des Markers in malignen Tumoren 
für eine gesteigerte Proliferation und Invasivität der Tumorzellen verantwortlich gemacht, 
andererseits zeigten aber auch Malignome in Abwesenheit von SFRP4 eine Überaktivität 
der Wnt-Signalkette mit gesteigerter Aggressivität, d.h. vermehrtem invasivem 
Wachstum. 
Mittels Northern Blot konnten wir eine signifikant stärkere deziduale mRNA-Aktivität 
von SFRP4 in der Frühschwangerschaft des ersten Trimesters bestätigen.  
In der Dezidua und der Plazenta scheint das Zusammenspiel der Wnt-Signalkaskade und 
ihres Antagonisten SFRP4 der Regulation von Umbauprozessen zu dienen. Darüber 
hinaus wird in diesem Zusammenhang eine Modulation der Trophoblastinvasion 
diskutiert.  
 
3. CXCL14 (Chemokine CXC motif ligand 14) 
 
CXCL14 ist ein Ligand aus der Gruppe der CXC-Chemokine und bewirkt unter anderem 
eine Rekrutierung von Lymphozyten der Monozytenzellinie. Aufgrund seiner anti-
angiogenetischen Eigenschaften wurde eine Funktion als Tumorsuppressor postuliert. In 
einigen Tumoren wurde jedoch auch eine vermehrte Aktivität des Chemokins in 
Verbindung mit einer gesteigerten Aggressivität beobachtet, was eher für eine promaligne 
Wirkung spricht. Über einen noch unbekannten Mechanismus scheint CXCL14 sowohl 
die Proliferation als auch die Migration / Invasion maligner Zellen fördern zu können. 
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Für CXCL14 ist eine Expression in der Plazenta beschrieben, eine systematische 
Untersuchung in reproduktionsbiologischem Zusammenhang ist bislang jedoch nicht 
erfolgt. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es mit Hilfe der RT-PCR die Expression von 
CXCL14 in der Dezidua nachzuweisen, dabei zeigte sich eine signifikant erhöhte mRNA-
Aktivität des Markers in der 5.-8. SSW. CXCL14 könnte in der Dezidua der Rekrutierung 
von Monozyten und ihrer Ausreifung zu dendritischen Zellen dienen, die mit für die 
Immuntoleranz des semi-allogenen Trophoblasten durch den mütterlichen Organismus 
verantwortlich sind. 
 
4. CXCL9 (Chemokine CXC motif ligand 9) 
 
Bei CXCL9 handelt es sich ebenfalls um ein Chemokin aus der CXC-Familie. Es 
induziert eine selektive Chemotaxis von Natural Killer- und T-Zellen und besitzt eine 
fördernde Wirkung auf die IFNγ-kontrollierte Th1-Immunantwort. Weiterhin wirkt 
CXCL9 hemmend auf die Angiogenese. Durch diesen tumorstatischen Effekt scheint die 
Expression des Chemokins in Malignomen zu einer Regression des Tumorgewebes zu 
führen. 
Unsere Untersuchungen der mRNA-Expression von CXCL9 in der Dezidua mittels RT-
PCR und Realtime-PCR belegen eine signifikant erhöhte Aktivität des Markers im 
zweiten Drittel der Schwangerschaft (13.-16. SSW). Der dezidualen Expression von 
CXCL9 wird eine Funktion zur lokalen Retention von NK-Zellen im Endometrium 
zugeschrieben. Darüber hinaus könnte die Expression des Markers in der Dezidua einen 
angiostatischen Effekt ausüben und möglicherweise einen hemmenden Einfluss auf den 
Umbau der uterinen Spiralarterien innehaben. 
 
 
Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse lässt sich zusammenfassend sagen, 
dass eher (Tumor-) invasionsfördernde Gene wie SLPI, SFRP4 und CXCL14 im ersten Drittel 
der Schwangerschaft in der Dezidua stärker exprimiert werden, was eine Förderung des 
Vordringens der Trophoblastzellen durch diese Faktoren nahe legt. Die erhöhte Expression 
eher die Tumorinvasion hemmender Gene wie CXCL9 im zweiten Trimester kann 
möglicherweise ein zu tiefes Eindringen des Trophoblasten begrenzen.  
Diese Daten unterstützen damit die allgemein diskutierte Ansicht, dass die Invasion der EVT-
Zellen in manchen Aspekten der Invasion von Tumorzellen ähnelt. Im Unterschied zum 
Tumorgeschehen scheint der mütterliche Organismus allerdings über einen Mechanismus zur 
Modulation der Trophoblastinvasion zu verfügen.  
 
Da allein aufgrund des ermittelten Expressionsmusters sowie der in der Literatur 
beschriebenen Genfunktion jedoch nicht hinreichend auf die tatsächliche Rolle dieser 
Faktoren in der Dezidua geschlossen werden kann, sind weitere funktionelle Studien 
erforderlich, um die Bedeutung sowie die biologische Relevanz dieser Gene in der 
Frühschwangerschaft zu ermitteln. Zu diesem Zweck ist in unserer Arbeitsgruppe bereits ein 
Zellkulturmodell etabliert worden, an dem der Einfluss der untersuchten Faktoren auf das 
Verhalten des Trophoblasten gezielt analysiert werden soll.  
Die Ergebnisse aus diesen funktionellen Studien könnten der Reproduktionsmedizin zugute 
kommen indem sie möglicherweise neue Ansatzpunkte zur Diagnostik und Therapie von 
Erkrankungen ergeben, die mit einer erniedrigten (Präeklampsie) oder erhöhten (Placenta 
increta) Trophoblastinvasion assoziiert sind. Darüber hinaus könnte die Identifikation 
wichtiger Marker, die an der streng regulierten Invasion der Trophoblastzellen beteiligt sind, 
auch der Tumorforschung dienen und neue Strategien zur Therapie invasiv wachsender 
Malignome bieten. 
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